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RÉSUMÉ 
L'asthme est un syndrome respiratoire caractérisé par la présence 
d'une hyperréactivité bronchique (HRB) et d'une éosinophilie sanguine et 
pulmonaire. L'asthme est aussi caractérisé par un bronchospasme, un 
oedème de la paroi bronchique, une hypersécrétion de mucus, une 
hyperplasie des cellules de muscle lisse bronchique. Cependant, la 
participation de l'éosinophilie et des autres évènements inflammatoires (et 
"l'ordre chronologique" de ces évènements) dans le développement de 
l'HRB reste encore mal établie. Le but du présent projet de recherche est 
d'étudier la participation de divers évenements inflammatoires dans le 
développement et le maintien de l'HRB en utilisant le même modèle 
animal. L'inflammation pulmonaire et l'éosinophilie furent induites chez 
le cobaye par l'injection intraveineuse de billes de Sephadex (Dextran). 
Nous avons ainsi montré que le développement de l'HRB (mesuré ex vivo) 
chez le cobaye injecté aux billes de Sephadex pourrait être associé au degré 
de migration des éosinophiles au niveau de la muqueuse et la sous-
muqueuse des voies aériennes et à la dégranulation des éo.sinophiles 
présents dans la lumière bronchique. Cependant, le nombre 
d'éosinophiles contenus dans les voies aériennes et dans le lavage 
bronchoalvéolaire ne semblerait pas relier au développement de l'HRB. 
Aucune desquamation de l'épithélium bronchique n'a été observée chez le 
cobaye injecté aux billes de Sephadex. Le développement de l'HRB pourrait 
être aussi associé à la dégranulation des mastocytes, à l'augmentation de 
l'extravasation plasmatique au niveau des voies aériennes et à 
l'augmentation de la perméabilité bronchoalvéolaire. Le maintien de 
l'HRB semblerait être relié à la persistance de l'éosinophile sanguine et 
pulmonaire. Cependant, les autres évènements inflammatoires 
préalablement décrits ne furent plus présents lors du maintien de l'HRB. 
Enfin, nous avons montré que l'injection des billes de Sephadex chez le 
cobaye activait le complément sanguin et que cette activation pourrait 
provenir d'une intéraction directe entre le complément et le Dextran. En 
conclusion, l'ensemble de nos résultats suggère que le déclenchement de 
l'HRB chez le cobaye injecté aux billes de Sephadex pourrait être associé à 
l'activation de divers évènements inflammatoires et pourrait dépendre du 
degré d'inflammation présent dans les voies aériennes. Nos résultats 
suggèrent aussi que la persistance de l'éosinophilie sanguine et 
pulmonaire au cours du temps pourrait être responsable du maintien de 
l'HRB chez le cobaye injecté aux billes de Sephadex. 
1 
INTRODUCTION 
1. PHYSIOPATHOLOGIE DE L'ASTHME 
L'asthme est un syndrome respiratoire de type obstructif chronique 
caractérisé par l'apparition d'une dypsnée sibilante et d'une 
hyperréactivité bronchique (HRB) à divers stimuli. Cette HRB se traduit, le 
plus souvent, par une diminution du calibre des bronches et des 
bronchioles conduisant à une obstruction des voies aériennes qui est 
inhibée soit spontanément soit après utilisation de bronchodilatateurs. 
Les différentes manifestations physiopathologiques associées à 
l'asthme sont un bronchospasme, un œdème de la paroi bronchique, une 
hypersécrétion de mucus, une hyperplasie des cellules du muscle lisse 
bronchique, un épaississement de la membrane basale bronchique, une 
hyperplasie des glandes de la muqueuse bronchique et une infiltration 
permanente des voies aériennes par des cellules inflammatoires 
(éosinophiles en particulier) (DUNNILL et coll., 1969). Depuis quelques 
années, un grand nombre de travaux cliniques et plus fondamentaux 
mettent en évidence la présence d'un état inflammatoire au niveau 
pulmonaire chez le sujet asthmatique. Cette participation potentielle des 
mécanismes inflammatoires dans la pathologie asthmatique suggère que 
l'asthme pourrait être un désordre inflammatoire de type subaigu et\ou 
chronique (BARNES, 1989). Chez les sujets asthmatiques, la sévérité de 
l'HRB semble souvent reliée à l'intensité de la réaction inflammatoire (DE 
MONCHY et coll., 1986; DJUKANOVIC et coll., 1990). Cependant, 
2 
l'implication directe des mécanismes inflammatoires dans le 
développement, le maintien ainsi que la chronicité du phénomène d'HRB 
chez le sujet asthmatique reste encore à démontrer. 
La complexité de la pathogénèse de l'asthme provient sans aucun 
doute de la multiplicité des évènements intervenant dans cette pathologie 
et des diverses interactions existant probablement entre les différents 
inflammatoires. Nous décrirons dans ce chapitre les principales 
modifications physiopathologiques impliquées dans l'asthme et leurs 
participations éventuelles dans le développement, le maintien et la 
chronicité de l'HRB puisque ce phénomène fait l'objet du présent travail de 
recherche. 
2. L'HYPERRÉACTIVITE BRONCIDQUE 
2.1 Définiüon 
L'HRB ou hyperexcitabilité bronchique peut être définie comme un 
état de réactivité anormale (exagérée) de l'arbre trachéobronchique à un 
grand nombre de stimuli (BOUSHEY et coll., 1980; HARGREAVE et coll., 
1986). L'HRB peut être classée en deux groupes distincts suivant la nature 
ou l'étiologie de l'asthme. L'HRB de type non-spécifique ou non-
allergénique est une réactivité exagérée des voies aériennes à diverses 
substances comme les spasmogènes, les gaz irritants, l'air froid, 
l'exercise et les solutions saline hyper- ou hypo-osmolaires (HARGREA VE 
et coll., 1986). Cependant, le terme de "non-spécifique" attribué à ce type 
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d'HRB ne traduit pas l'absence de spécificité dans l'action du stimulus 
mais il signifie que tous les sujets asthmatiques, indépendamment de la 
nature de leur asthme, vont réagir à ce type de stimulus. L'HRB de type 
allergénique ou spécifique est mise en évidence après l'inhalation de 
l'allergène ou de l'agent allergisant (tel l'isocyanate de toluène) par les 
sujets sensibilisés (HARGREA VE et coll., 1986). Dans ces deux types 
d'HRB, la première réponse des voies aériennes après exposition au 
stimulus est une bronchoconstriction aigüe. 
2.2 Mesure de l'HRB 
L'HRB est généralement mis en évidence chez le sujet asthmatique 
ou chez l'animal de laboratoire lors de tests de réactivité bronchique par la 
mesure de la résistance (ou de la conductance) des voies aériennes et des 
débits expiratoires maximaux (INGRAM, 1991). L'obstruction bronchique 
peut être provoquée par des stimuli de type direct ou indirect 
(HARGREA VE et coll., 1986). Les stimuli de type direct regroupent des 
substances comme !'acétylcholine et ses dérivés, l'histamine, les 
leucotriènes, certains prostanoïdes et le facteur d'activation des plaquettes 
(PAF; "Platelet Activating Factor"). Ces médiateurs agissent en se liant à 
leurs récepteurs respectifs présents sur le muscle lisse des voies 
aériennes et induisent la bronchoconstriction. Le groupe des stimuli de 
type indirect correspond principalement à l'inhalation d'aérosols de "5' 
monophosphate adénosine", d'antagonistes P2 adrénergiques ou de 
solution saline hyper- ou hypo-osmolaire. Ces stimuli indirects semblent 
provoquer la bronchoconstriction en agissant localement sur certaines 
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populations cellulaires des voies aériennes (mastocytes ou autres cellules 
inflammatoires) qui en retour libèrent des substances 
bronchoconstrictrices similaires aux stimuli de type direct préalablement 
décrits (WOOLCOCK, 1991). Dans le cas de l'inhalation d'antagonistes P2 
adrénergiques, la bronchoconstriction n'est observée que chez le sujet 
asthmatique et semble associée à une inhibition du système sympathique 
adrénergique lequel contrôle la bronchoconstriction médiée par le système 
parasympathique cholinergique (WOOLCOCK, 1991). Il est intéressant de 
noter que les stimuli de type indirect ne provoquent pas ou peu 
d'obstruction bronchique chez le sujet sain à l'opposé de celle provoquée 
chez le patient asthmatique. Dans le cas de l'HRB décrite chez le patient 
avec une bronchite chronique, la réactivité des voies aériennes ne peut être 
mise en évidence avec les stimuli de type indirect (RAMSDALE, 1984) ce 
qui suggère que la nature ou l'étiologie de l'HRB peut être différente 
suivant le type de syndrome respiratoire étudié. 
L'HRB peut être aussi étudiée lors d'expériences de réactivité 
bronchique ex vivo (essais biologiques). La détermination de l'HRB ex vivo 
consiste, après isolation de voies aériennes obtenues de différents niveaux 
de l'arbre trachéobronchique (trachée, bronche principale et inférieure, et 
parenchyme pulmonaire), de mesurer leur réactivité à divers agents 
contractiles et de la comparer à celle d'un groupe témoin (OREHEK et 
coll., 1977; DE JONGSTE et coll., 1987). Cette technique permet d'évaluer 
directement la réactivité du muscle lisse à différents niveaux de l'arbre 
trachéobronchique et de localiser la présence d'une altération sélective 
dans la réactivité des voies aériennes. 
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Lors des expériences de mesure de la réactivité bronchique in vivo 
ou ex vivo, des courbes dose-réponses ou concentration-réponses à un 
agent contractile sont réalisées et renseignent sur l'état de la réactivité des 
voies aériennes. Ces courbes permettent de déterminer divers paramètres 
comme la valeur de la concentration ou de la dose seuil de l'agoniste 
contractile, la valeur de la pente de la courbe dose- ou concentration-
réponse (partie linéaire de la courbe) et la valeur de la contraction 
maximale (expériences ex vivo) ou de la bronchoconstriction maximale 
(peu souvent atteinte chez les sujets asthmatiques). La détermination d'un 
ou de plusieurs de ces paramètres permet de conclure quant à la présence 
d'une réactivité exagérée des voies aériennes après comparaison avec les 
valeurs mesurées chez le groupe témoin. Dans le cas des expériences ex 
vivo une augmentation de la valeur pente de la courbe et de la contraction 
maximale signifiera un changement intrinsèque au muscle lisse 
(modification du couplage excitation-contraction); ce type de changement 
est nommé changement "post-jonctionel" (BOUSHEY et coll., 1980). Les 
modifications du couplage excitation-contraction telle que l'augmentation 
de l'activité ATPasique du complexe actomyosine (voir paragraphe 3.3) 
pourrait induire une augmentation de la contraction maximale du tissu. 
Lorsqu'un déplacement parallèle de la courbe vers la gauche est observé 
(sans changement de la valeur de la pente ou de la contraction maximale), 
cette modification de la réactivité bronchique est nommé changement 
"pré-jonctionel" et ne semble pas associé ex vivo à une altération de la 
réponse du muscle lisse mais plutôt à une "hypersensibilisation" (ou 
"hyper-stimulation") des neurones pré-jonctionels (BOUSHEY et coll., 
1980). L"'hypersensibilisation" ou le "priming" des neurones pré-
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jonctionels serait un mécanisme qui augmenterait la contraction du tissu 
à un agoniste contractile à cause, par exemple, de la libération simultanée 
d'acétylcholine par les neurones cholinergiques pré-stimulés. Jacques et 
coll. (1992) ont montré que le pré-traitement ex vivo de la trachée de cobaye 
avec le leucotriène E4 induit une hyperréactivité à l'histamine qui se 
traduit par un déplacement de la courbe concentration-réponse vers la 
gauche. Les auteurs proposent que le thromboxane A2 (produit suite à la 
liaison du leucotriène E4 sur son récepteur) induit un "priming" des 
neurones cholinergiques qui résulte en la libération endogène 
d'acétylcholine et augmente ainsi la contraction médié par l'histamine. 
La conséquence d'une libération simultanée d'acétylcholine par les 
neurones cholinergiques est une augmentation de la contraction médiée 
par de plus faibles doses d'histamine (bloquée par l'atropine) qui se traduit 
par un déplacement parallèle de la courbe concentration-réponse vers la 
gauche (JACQUES et coll., 1992). 
2.3 Éüologie de l'HRB 
L'étiologie de l'HRB n'est toujours pas élucidée même si plusieurs 
travaux suggèrent qu'elle soit dépendante de la nature de l'asthme 
(existence d'une prédisposition à l'allergie). L'HRB peut être induite chez 
l'homme (patient atopique asymptomatique ou non-atopique) et chez 
l'animal de laboratoire par des stimuli allergéniques (allergènes 
environnementaux, isocyanate de toluène ... ) ou non-allergéniques (gaz 
irritants, virus, médiateurs inflammatoires ... ). Dans le cas de l'HRB 
spécifique, il semble qu'il existe chez ces individus une prédisposition 
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génétique à réagir vis-à-vis d'un allergène donné (BURROWS et coll., 1989; 
GRAINGER et coll., 1990; PEPYS, 1994). Cette prédisposition se traduit, en 
particulier, par la présence dans le sang de ces individus d'IgE produites 
en réponse à l'exposition quotidienne à des allergènes communs à 
l'environnement de tous les individus (atopiques et non-atopiques). 
L'atopie semble donc associée à la présence de l'HRB (SEARS et coll., 1991; 
PEPYS, 1994). Les deux tiers des individus identifiés comme asthmatiques 
sont des sujets atopiques (réaction cutanée positive suite à l'injection 
intradermale de l'allergène); un certain nombre de ces individus 
atopiques- resteront des sujets asymptomatiques (PEPYS, 1994). 
Cependant, la relation entre l'atopie et la présence de l'HRB reste 
controversée puisque l'établissement d'une corrélation entre ces deux 
phénomènes dépend du test clinique utilisé pour définir l'atopie 
(concentration plasmatique d'IgE ou réaction cutanée) (GRAINGER et 
coll., 1990). 
Les sujets asthmatiques présentant une HRB de type spécifique et 
non-spécifique ont au moins un point en commun qui est la présence d'un 
état inflammatoire au niveau des voies aériennes. Cependant, la 
participation de l'inflammation des voies aériennes dans les altérations 
anatomiques et fonctionnelles reportées dans l'HRB de type spécifique et 
non-spécifique reste encore à être démontrée. Nous décrirons dans la suite 
de ce chapitre les principaux facteurs potentiellement impliqués dans le 
développement et/ou le maintien de l'HRB. 
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3. FACfEURS ~NSABLESDEL'HRB 
3.1 Alt.érations du système nerveux autonome 
Plusieurs théories ou hypothèses sont émises pour essayer 
d'expliquer la ou les cause (s) initiale (s) du développement de l'HRB. 
Parmi ces théories, la possibilité d'une altération du système nerveux 
autonome contrôlant les fonctions du muscle lisse bronchique est proposée 
(HARGEAVE et coll., 1986 pour revue). Dans ce cas, l'HRB pourrait être 
attribuée _à une augmentation de l'action des systèmes excitateurs 
(systèmes responsables de la contraction du muscle lisse) de type 
cholinergique, a-adrénergique et non-cholinergique non-adrénergique 
(NANC) (BARNES et coll., 1986a pour revue). L'HRB pourrait aussi être 
attribuée à une altération des systèmes inhibiteurs (systèmes de rétro-
contrôles du système excitateur) de type 13-adrénergique (hypothèse de 
Szentivanyi's) et NANC inhibiteur (SVEDMYR, 1984; BARNES et coll., 
1986a pour revues). Cependant, il semble que peu d'éléments sont en 
faveur d'une altération du système nerveux autonome comme cause 
initiale de l'HRB chez le sujet asthmatique puisque: 1) chez les sujets 
asthmatiques avec une HRB persistante, le traitement à l'atropine ne 
diminue pas l'état d'hyperréactivité (CASTERLINE et coll., 1976), 2) les 
antagonistes muscariniques ne bloquent pas la réactivité exagérée à 
l'histamine initialement induite par l'exposition du sujet asthmatique à 
l'allergène (BOULET et coll., 1984), 3) les récepteurs ai-adrénergiques ne 
semblent pas impliqués dans la génèse de l'HRB chez le sujet 
asthmatique; ces récepteurs semblent aussi posséder un rôle mineur dans 
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le maintient ou le changement .du tonus et\ou du calibre des v01es 
aériennes (BARNES et coll., 1981; THOMSON et coll., 1982) et 4) le blocage 
du système ~-adrénergique par le propranolol (après inhibition de la 
réponse cholinergique par l'atropine) n'affecte pas la réactivité bronchique 
chez le sujet asthmatique (THOMSON et coll., 1982). Récemment, 
BARNES (1986b) a proposé que le mécanisme de réflexe axonale 
impliquant l'activation du système NANC excitateur (stimulation des 
fibres C sensitives et libération principalement de substance P et 
neurokinine A) par divers médiateurs inflammatoires (bradykinine, 
éicos_anoïdes, ... ) pourrait être responsable de la bronchoconstriction, de 
l'hypersécrétion de mucus et de l'œdème des voies aériennes chez les 
sujets asthmatiques; ces divers évènements pourraient conduire par la 
suite au développement de l'HRB. Le réflexe axonale pourrait 
effectivement constituer un mécanisme important dans la pathogénèse de 
l'HRB puisque ce phénomène implique la participation de médiateurs pro-
inflammatoires (BARNES et coll., 1987). 
3.2 Épithélium bronchique 
La desquamation de l'épithélium bronchique est aussi un 
évènement observée de la pathologie de l'asthme. Ce phénomène est 
observé chez les sujets avec un asthme sévère (DUNNILL, 1960; NA YLOR, 
1962) ou modéré (JEFFERY et coll, 1989) même si certaines études relatent 
l'absence d'un endommagement de l'épithélium bronchique chez les 
patients diagnostiqués avec un asthme modéré (LOZEWICZ et coll., 1990). 
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Cependant, ces différents groupes de sujets asthmatiques présentent tous 
une HRB à la métacholine. Dans certains modèles animaux d'asthme 
expérimental, l'HRB est aussi présente malgré l'absence d'une 
desquamation de l'épithélium bronchique (GUNDEL et coll., 1990; OBATA 
coll., 1992). Chez certains sujets asthmatiques, le nombre de cellules 
épithéliales retrouvées dans le lavage bronchoalvéolaire (LBA) augmente 
et cette augmentation est corrélée à la présence de l'HRB (W ARDLA W et 
coll., 1988; BEASLEY et coll., 1989). Dans des modèles ex vivo, 
l'élimination mécanique de l'épithélium bronchique augmente la 
réactivité bronchique aux spasmogènes mais réduit la réponse aux 
substances bronchorelaxantes (GOLDIE et coll., 1990; RAEBURN, 1990 
pour revues). Ces phénomènes peuvent être attribués à l'absence de 
l'épithélium bronchique qui constitue une barrière physique à la diffusion 
des agents contractiles (ou allergènes) au niveau du muscle lisse 
bronchique. Ces effets peuvent aussi être liés à la perte des facteurs 
relaxants dérivés de l'épithélium bronchique comme le PGE2 et le EpDRF 
("Epithelium-Derived Relaxant factor") dont la nature chimique 
correspondrait au radical oxyde nitrique (ZAPOL et coll., 1994). 
L'ensemble de ces travaux indique que l'épithélium bronchique joue 
un rôle important dans la régulation de la réactivité du muscle lisse 
bronchique. De plus, dans la pathologie de l'asthme, la cellule épithéliale 
apparaît comme une cellule cible exposée à divers médiateurs cytotoxiques 
et inflammatoires potentiellement responsables de l'altération fonctionelle 
et/ou de la desquamation de l'épithélium bronchique. Cependant, divers 
travaux suggèrent que l'épithélium bronchique ne serait pas une cible 
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"innocente" mais qu'il participerait de manière active au processus 
inflammatoire présent au niveau des voies aériennes des sujets 
asthmatiques. Cette participation active de l'épithélium bronchique dans 
la réaction inflammatoire est suggèrée par des travaux montrant que 1) 
les cellules épithéliales libèrent divers médiateurs inflammatoires comme 
les éicosanoïdes, l'endothéline, la substance P et diverses cytokines, 2) les 
cellules épithéliales expriment à leur surface des molécules d'adhésion 
favorisant la migration des cellules inflammatoires dans la lumière 
bronchique et 3) les cellules épithéliales expriment des antigènes de classe 
II du complexe majeur d'histocompatibilité (THOMPSON et coll., 1995 
pour revue). Il est important de noter que l'expression des cytokines et des 
molécules d'adhésion est augmentée au niveau de l'épithélium 
bronchique des sujets asthmatiques (THOMPSON et coll., 1995). Le rôle 
précis des cellules épithéliales dans la modulation de l'inflammation et 
leur participation directe dans le développement de l'HRB reste encore à 
définir. 
3.3 Muscle lisse bronchique 
La modification des éléments structuraux de la paroi bronchique 
(augmentation de la quantité de muscle lisse ou de l'épaisseur de la paroi 
bronchique, diminution de la circonférence bronchique ... ) peut conduire à 
une altération de la réactivité intrinsèque du muscle lisse bronchique. Ces 
modifications de la paroi bronchique pourraient être une cause de 
l'augmentation de l'obstruction bronchique et de la présence de l'HRB 
chez le sujet asthmatique (MORENO et coll., 1986). Certaines études 
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suggèrent que la réactivité exagérée des voies aériennes chez le sujet 
asthmatique serait attribuable à des altérations du mécanisme de 
couplage excitation-contraction du muscle lisse. Chez le chien sensibilisé, 
le développement rapide de l'HRB s'accompagne de modifications 
moléculaires intrinsèques au muscle lisse bronchique telles que: 1) une 
augmentation de l'activité ATPasique du complexe actomyosine (KONG et 
coll., 1990), 2) une augmentation de la phosphorylation des chaînes légères 
de la myosine, lesquelles contrôlent l'activité ATPasique du complexe 
actomyosine (KONG et coll., 1990) et 3) une augmentation de la 
concentration totale de la kinase des chaînes légères de la myosine mais 
sans augmentation de l'activité intrinsèque de la kinase (JIANG et coll., 
1992). Il reste à définir si ces modifications existent dans le muscle 
bronchique des sujets asthmatiques et si de telles altérations sont 
pr~sentes lors de l'apparition de l'hypertrophie ou l'hyperplasie du muscle 
lisse; ces phénomènes se développent plus tardivement dans la pathologie 
de l'HRB chez le sujet asthmatique. Ces mécanismes cellulaires ne sont 
pas les seuls facteurs potentiellement responsables de l'augmentation de 
l'obstruction bronchique chez le sujet asthmatique. Dand le paragraphe 
suivant, nous allons voir que l'épaississement de la paroi bronchique 
causé par l'hyperplasie des cellules du muscle lisse, le dépôt de collagène 
ou la formation d'œdème pourrait aussi induire une réactivité exagérée 
des voies aériennes (JAMES et coll., 1989). 
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3.4 Perméabilité microvasculaire et œdème 
Dans les conditions physiologiques, l'homéostasie des fluides dans 
les différents compartiments tissulaires est maintenue principalement 
par deux forces opposées: la pression vasculaire hydrostatique (pression 
permettant au fluide de sortir du compartiment sanguin) et la pression 
oncotique transmurale générée par la concentration des protéines 
plasmatiques. Les études ultra-structurales des lits vasculaires 
systémiques chez les rongeurs ont permi de montrer que le site de 
l'extravasation plasmatique correspond essentiellement aux veinules post-
capillaires. L'extravasation plasmatique des vaisseaux sanguins 
attribuable à des changements de la perméabilité de la membrane semble 
liée, en partie, à une contraction des cellules endothéliales (formation de 
"gap jonction") (RENKIN, 1992 pour revue). Cette contraction des cellules 
est médiée par divers médiateurs inflammatoires à action directe 
(histamine, leucotriènes, thromboxanes ... ) (SIROIS et coll., 1988) ou à 
action indirecte (bradykinine) (EVANS et coll., 1988; ICHINOSE et 
BARNES , 1990) (Tableau 1). 
Le passage des protéines plasmatiques du milieu interstitiel vers la 
lumière des voies aériennes se fait, en partie, entre les cellules épithéliales 
(SIMANI et coll., 1974) même si l'existence d'un transport actif est 
envisageable (PRICE et coll., 1989). L'augmentation transitoire de 
l'extravasation plasmatique peut se dérouler sans changement 
morphologique de la structure de l'épithélium bronchique (ROGERS et 
coll., 1990). Cependant, d'autres travaux indiquent l'existence d'une 
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augmentation de l'espace intracellulaire entre les celulles épithéliales 
bronchiques ("epithelial tight dysjonction") (OHASHI et coll., 1992) ou 
entre les cellules basales de l'épithélium (SAETTA et coll., 1992) chez les 
sujets asthmatiques. L'augmentation des espaces intracellulaires 
pourrait favoriser ainsi le passage des protéines plasmatiques dans la 
lumière bronchique. 
L'existence d'une augmentation de l'extravasation plasmatique et 
de la formation d'œdème dans la pathologie asthmatique est suggèrée par 
les études -histologiques des biopsies bronchiques, de l'analyse de 
l'expectorat et du contenu du LBA qui démontrent la présence d'une 
exudation des protéines plasmatiques de la microcirculation bronchique et 
la formation d'œdème tissulaire. L'expectorat (BROGAN et coll., 1975) et le 
LBA (LAM et coll., 1985) des sujets asthmatiques contiennent des 
quantités appréciables d'albumine sérique. La présence des protéines 
plasmatiques dans la lumière est un indicatif d'un changement de la 
perméabilité vasculaire et épithéliale (BROGAN et coll., 1975; LAM et coll., 
1985). Chez les sujets décédés de crise d'asthme, l'œdème bronchique est 
très important (DUNNILL et coll., 1969). L'extravasation plasmatique et 
l'œdème subséquent provoquent un accroissement de l'épaisseur de la 
paroi bronchique qui est surtout associé à un épaississement de la sous-
muqueuse (environ 70 % de l'augmentation de l'épaisseur de la paroi) 
(JAMES et coll., 1989). Ces derniers ont montré qu'en estimant à 10 % la 
contribution de l'œdème dans l'épaississement total de la paroi 
bronchique, il est possible de calculer l'effet de l'extravasation plasmatique 
sur la résistance des voies aériennes de petits calibres pour un 
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raccourcissement donné du muscle lisse bronchique. Ils ont montré que la 
résistance des voies aériennes chez le sujet asthmatique (mais non chez le 
sujet sain) augmente de manière exponentielle; ainsi le raccourcissement 
du muscle lisse nécessaire pour obstruer la lumière bronchique est 
beaucoup plus faible chez le sujet asthmatique en comparaison du sujet 
sain. Ces travaux suggèrent que l'extravasation plasmatique et la 
formation d'œdème dans la paroi bronchique peut conduire à une 
réactivité exagérée des voies aériennes même si le raccourcissement du 
muscle lisse se retrouve dans un intervalle physiologique. Le 
développement d'une HRB associée à la présence d'œdème dans la paroi 
bronchique n'est pas un évènement exclusif à la pathologie de l'asthme 
puisqu'il est aussi observé dans le cas de la bronchite (FOLKERTS et coll., 
1993). L'extravasation plasmatique et la formation d'œdème peuvent aussi 
avoir des conséquences sur l'hypersécrétion et la consistence du mucus 
(augmentation de sa viscosité) (WILLIAMS et coll., 1983; LIST et coll., 
1978). L'augmentation de la viscosité du mucus recouvrant l'épithélium 
bronchique diminue son épuration (DUFANO et LUCK; 1982) et pourrait 
être un des facteurs responsables du décollement de l'épithélium 
bronchique chez le sujet asthmatique (DUNHILL, 1960). De plus, 
DUNHILL (1960) suggère que l'hypertrophie du muscle lisse serait un des 
mécanismes palliatifs employées par la paroi bronchique pour augmenter 
l'épuration des sécrétions par des contractions péristaltiques. L'ensemble 
de ces travaux indiquent que l'augmentation de l'extravasation 
plasmatique et l'œdème de la paroi bronchique sont des évènements 
inflammatoires qui pourraient participer au développement de l'HRB; ce 
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qui suggère que l'inflammation pulmonaire serait une composante 
importante dans la pathogénèse de l'HRB. 
3.5 Cellules et médiateurs inflammatoires 
Différents travaux de recherche ont permi d'identifier les 
populations cellulaires possiblement associées à la pathologie de l'HRB en 
fonction de leur localisation au niveau pulmonaire et des médiateurs 
préformés et néo-formés sécrétés par ces mêmes cellules. Dans ce 
chapitre, nous insisterons particulièrement sur les éosinophiles et leurs 
diverses caractéristiques biochimiques et fonctionnelles, ainsi que sur les 
évidences et les controverses face à leur implication potentielle dans 
I'HRB. 
3.5.1 Les mastocytes 
Les mastocytes retrouvés au niveau des voies aériennes se 
retrouvent en première ligne de cette longue chaîne d'activation cellulaire 
car ils possèdent des récepteurs de haute affinité pour les IgE produites en 
réponse au caractère antigénique de l'allergène. L'activation des 
mastocytes par l'allergène donne lieu à une réponse immédiate ("early 
asthmatic response") qui se traduit par la libération de médiateurs 
inflammatoires spécifiques de ces cellules comme l'histamine et la 
tryptase (BARNES et coll., 1988). Durant la phase tardive suivant 
l'exposition à l'allergène ("late asthmatic response"), les mastocytes 
activés peuvent aussi libérer deux facteurs chemotactiques spécifiques des 
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éosinophiles (ECF; "eosinophil chemotactic factor") et des neutrophiles 
(NCF; "neutrophil chemotactic factor") (METZEGER et coll., 1986). 
L'histamine libérée par les mastocytes peut induire une 
bronchoconstriction, augmenter la perméabilité vasculaire, participer à la 
formation d'œdème, activer d'autres cellules inflammatoires 
environnantes et amplifier l'action des autres médiateurs inflammatoires 
(BARNES et coll., 1988) (Tableau 1). Le nombre de mastocytes retrouvés 
dans la lumière des voies aériennes augmente chez le sujet asthmatique 
(W ARDLA W et coll., 1988) mais cette augmentation est aussi observée · 
dans d'autres pathologies pulmonaires dans lesquelles les autres 
symptômes de l'asthme tels que l'éosinophilie et l'obstruction bronchique 
ne sont pas présents (LAVIOLETTE et coll., 1991). L'étude des biopsies 
bronchiques de sujets sains et asthmatiques montrent que le nombre de 
mastocytes ne semble pas différent entre les sujets présentant un asthme 
modéré et les sujets normaux non-atopiques (BRADLEY et coll., 1991; 
DJUKANOVIC et coll., 1990). Cependant, la population de mastocytes 
dans la muqueuse bronchique augmente chez le sujet asthmatique après 
exposition à l'allergène et cette augmentation semble corréler à la phase 
tardive de la réaction asthmatique (CRIMI et coll., 1991). Les quantités 
d'histamine et de tryptase retrouvées dans le LBA de sujets asthmatiques 
atopiques sont comparables à ceux des sujets non-asthmatiques atopiques 
(WENZEL et coll., 1988); les auteurs suggèrent ainsi que l'activation des 
mastocytes ne serait pas suffisante en elle-même pour induire l'HRB chez 
le sujet asthmatique. D'autres études semblent indiquer que 
l'augmentation de la réactivité bronchique à l'histamine proviendrait 
d'une libération au niveau présynaptique d'acétylcholine 
lB 
Tableau I: Divers effets des médiateurs de l'inflammation 
BC ID CHE MU PV vc VD mm 
Peptide 
Bradykinine + + + + + + + + 
Substance P + + + + + + + 
N eurokinine A + + + + + + 
VIP + + + 
Lipides 
LTC4,D4,E4 + + + + + + 
LTB4 + + + + + 
PGE2 + + + 
PGI2 + + 
PGF2cx + + + + + + 
TxA2 + + + + + + 
PAF + + + + + + + 
Autres 
Histamine + + + + + + 
Sérotonine + + + + ND 
+:effet -: pas d'effet ND: non déterminé 
BC: bronchoconstriction BD: bronchodilatation CHEM: chemotactisme 
MU: sécrétion de mucus VD: vasodilatation VC: vasoconstriction 
PV: perméabilité vasculaire HRB: induction hyperréactivité bronchique 
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(TANAKA et coll., 1991) suggèrant un rôle possible de l'histamine dans le 
développement de l'HRB. Cependant, les travaux de BOSQUET et coll. 
(1991) ont montré l'absence de corrélation entre ces deux phénomènes chez 
le sujet asthmatique. Malgré la participation des mastocytes dans la 
réponse immédiate suivant l'exposition à l'allergène chez le sujet 
asthmatique, l'implication des mastocytes dans le développement et la 
chronicité de l'HRB reste à encore à établir du fait de l'absence de 
l'efficacité des anti-histaminiques (anti-Hl) dans le traitement de l'asthme 
et, en particulier, dans l'inhibition de l'HRB (BURKA, 1986). 
3.5.2 Les monocyt.es-m.acrophages 
Plusieurs évidences suggèrent que les monocytes-macrophages 
pourraient aussi jouer un rôle dans la pathologie inflammatoire de 
l'asthme (WILKINSON et coll, 1989; LOHMANN-MA'ITHES et coll., 1994 
pour revue): 1) les macrophages possèdent des récepteurs de faible affinité 
pour les IgE, 2) les monocytes-macrophages augmentent dans le LBA 
après exposition du sujet asthmatique à l'allergène et 3) certaines 
cytokines libérées par les macrophages alvéolaires (interleukine 1, "tumor 
necrosis factor" (TNF) et "granulocyte macrophage-colony stimulating 
factor (GM-CSF)) augmentent les fonctions pro-inflammatoires des 
éosinophiles in vitro et peuvent être, comme dans le cas du GM-CSF, un 
facteur déterminant dans l'éosinopoïèse. Les macrophages libèrent aussi 
une autre cytokine le MIP-la. ("Macrophage Inflammatory Protein-la.") 
(famille des chémokines) qui est un facteur chemotactique des 
éosinophiles (ROT et coll., 1992). Chez les sujets asthmatiques, le nombre 
de macrophages hypodenses est augmenté en comparaison des sujets 
normaux (CRANEZ et coll., 1991) .. Cependant, le nombre de macrophages 
retrouvés dans les biopsies de sujets normaux et asthmatiques est peu 
différent et n'est pas corrélé à la sévérité de l'HRB (BRADLEY et coll., 
1991). L'implication directe des macrophages et des monocytes dans le 
développement de l'HRB est difficile à démontrer puisque les médiateurs 
inflammatoires produits par ces cellules sont communs à plusieurs 
autres types cellulaires (cellules endothéliales, cellules épithéliales, 
granulocytes, lymphocytes ... ). 
3.5.3 Les neutrophiles 
Les neutrophiles pourraient aussi participer au processus 
inflammatoire observé dans la pathologie de l'HRB car ces cellules 
peuvent libérer divers médiateurs inflammatoires comme les 
éicosanoïdes, le PAF et divers radicaux libres (HOGG, 1987). Les 
polymorphonucléaires neutrophiles sembleraient être impliqués dans le 
développement de l'HRB observée chez le patient sensibilisé et exposé à un 
aérosol d'isocyanate de toluène (FABBRI et coll., 1987). Cependant, 
certaines études relatent que l'infiltration des neutrophiles dans le 
poumon ne semble pas liée au développement de l'HRB chez le sujet 
asthmatique (W ARDLA W et coll., 1988; LACOSTE et coll., 1993) et dans 
divers modèles animaux d'asthme expérimental (THOMPSON et coll., 
1986; HUTSON et coll., 1990; GUNDEL et coll., 1992a). La participation des 
neutrophiles dans le développement de l'HRB reste encore à définir. 
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3.5.4 les lymphocytes 
Les résultats des études réalisées sur des biopsies de la muqueuse 
bronchique de sujets sains et asthmatiques semblent indiquer que le 
nombre de lymphocytes T de type CD4+ (lymphocytes T auxilliaires ou 
"helper") et de type CDB+ (lymphocytes T suppresseurs) est très similaire 
dans les deux groupes d'individus (BENTLEY et coll., 1992a). Cependant, 
les lymphocytes T CD4+ retrouvés dans le LBA (WALKER et coll., 1991) et 
dans les biopsies bronchiques (BENTLEY et coll., 1992b) de sujets 
asthmatiques expriment pour la plupart le- marqueur CD25+ (récepteur de 
!'interleukine 2); ce qui suggère que ces cellules sont activées. Le nombre 
de lymphocytes T exprimant le phénotype CD4 +, CD25+ est corrélé au 
nombre d'éosinophiles et à l'intensité de l'HRB du sujet asthmatique 
(WALKER et coll., 1991). De plus, les concentrations sanguines du 
récepteur soluble de l'IL-2 augmentent chez les sujets asthmatiques 
symptomatiques en comparaison des sujets asthmatiques 
asymptomatiques et des sujets normaux (LASALLE et coll., 1992). 
La participation potentielle des lymphocytes dans la régulation de 
l'éosinophilie bronchique est supportée par la capacité de ces cellules à 
pouvoir sécréter diverses cytokines telles les interleukines 3 et 5 {IL-3, IL-
5) et le GM-CSF qui sont impliquées dans la prolifération, la maturation, 
la survie et l'activation des éosinophiles (CLUTTERBUCK et coll., 1990; 
SANDERSON, 1992 pour revue). L'hypothèse d'une implication des 
lymphocytes dans la pathologie de l'asthme est renforçée par les études 
d'hybridation in situ montrant l'expression importante d'ARN messager 
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(ARNm) pour l'IL-5 dans les biopsies de la muqueuse bronchique 
provenant de sujets asthmatiques (HAMID et coll., 1991) et l'augmentation 
de la quantité de cette cytokine dans le LBA des sujets asthmatiques en 
comparaison des sujets sains (WALKER et coll., 1992). De plus, cette 
expression élevée d'ARNm pour l'IL-5 est corrélée au nombre 
d'éosinophiles activés et au degré de l'HRB déterminé chez ces sujets 
asthmatiques (HAMID et coll., 1991). Enfin, l'inhalation d'un aérosol 
d'IL-5 par le cobaye provoque une éosinophilie pulmonaire associée au 
développement de l'HRB chez cet animal (OOSTERHOUT et coll., 1993). 
Les lymphocytes T ne sont pas l'unique source cellulaire de production de 
ces cytokines puisque les mastocytes (BRADDING et coll., 1994) et les 
éosinophiles (BROIDE et coll., 1992) de sujets asthmatiques libèrent aussi 
diverses cytokines (en particulier l'IL-5) ce qui suggère déjà l'existence de 
mécanismes autocrines d'amplification de la réaction inflammatoire chez 
le sujet asthmatique. La libération d'autres cytokines comme l'IL-4 et l'IL-
6 par les lymphocytes T de sujets asthmatiques (ROBINSON et coll., 1992) 
suggère que les lymphocytes T CD4+ retrouvés chez le sujet asthmatique 
sont du type "helper" 2 (clone Th2). Les lymphocytes CD4 + de type Thl 
produisent essentiellement de l'IL-2 et de l'INF-y qui contrôlent 
négativement certains effets des cytokines produites par les lymphocytes 
Th2 (MOSSMAN et COFFMAN, 1987). Récemment, GA VETI' et coll. (1994) 
ont montré que la déplétion des lymphocytes CD4 + chez la souris 
sensibilisée à l'allergène prévient l'éosinophilie et l'HRB chez cet animal. 
La participation directe des lymphocytes T dans le développement de 
l'HRB reste encore à définir, cependant, ces cellules jouent probablement 
un rôle important dans le recrutement et l'activation des éosinophiles et 
dans la modulation de la réaction inflammatoire présente dans les voies 
aériennes des sujets asthmatiques~ 
3.5.5 Les éosinophiles 
Les éosinophiles sont des cellules jouant un rôle dans la défense de 
l'organisme contre certaines infections parasitaires (Helminthes) et 
contre la prolifération de cellules cancéreuses (GLEICH et coll., 1979; 
GLEICH, 1990 pour revues). Ce sont des cellules modulatrices de la 
réaction inflammatoire. Depuis plusieurs années, la présence des 
éosinophiles aux sites des réactions allergiques et dans certains 
syndromes pulmonaires a conduit les chercheurs à reconsidérer certaines 
de leurs caractéristiques physiopathologiques et d'entrevoir les 
éosinophiles comme des cellules effectrices de l'inflammation. Les 
éosinophiles semblent tenir un rôle important dans la physiopathologie de 
l'asthme du fait de leur présence dans les voies aériennes des sujets 
asthmatiques et de leur capacité à libérer un nombre considérable de 
médiateurs pro-inflammatoires et cytotoxiques. L'implication des 
éosinophiles dans le développement de l'HRB faisant l'objet du présent 
travail de recherche, nous insisterons dans ce chapitre sur les principales 
propriétés biologiques et biochimiques de ces cellules en relation avec leur 
migration et leur activation, ainsi que sur les diverses évidences 
suggèrant leur implication dans le développement de l'HRB. 
Morphologie. Les éosinophiles appartiennent à la famille des 
granulocytes au même titre que les neutrophiles et les basophiles. Les 
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éosinophiles sont caractérisés morphologiquement par un noyau bilobé et 
par la présence dans leur cytoplasme de différents types de granules de 
sécrétion dont le nombre dépend essentiellement de l'état de maturation de 
ces cellules (GLEICH, 1990) (Tableau II). Les constituants de ces divers 
granules sont des protéines avec ou sans activité enzymatique (Tableau 
III). Les éosinophiles contiennent des granules nommés secondaires dont 
la matrice est principalement composée par la MBP ("Major Basic 
Protein") et est entourée par d'autres protéines basiques ou cationiques 
comme la ECP ("Eosinophil Cationic Protein"), la EPO ("Eosinophil 
Peroxidase") et la EPX ou EDN ("Eosinophil Protein X" ou "Eosinophil-
Derived Neurotoxin") (Tableau II). 
Récepteurs membranaires. Les éosinophiles expriment à leur surface 
des récepteurs pour des médiateurs lipidiques (leucotriènes, PAF), des 
cytokines (IL-3, IL-5 et GM-CSF), des fragments du complément (Clq, 
C5a), . des immunoglobulines (lgE et lgA) et des molécules d'adhésion 
(GLEICH et coll., 1993 pour revue). La liaison de ces diverses molécules 
sur leurs récepteurs respectifs à la surface des éosinophiles entraîne une 
activation de ces cellules qui se traduit le plus souvent par la libération de 
plusieurs médiateurs préformés et néo-formés. 
Médiateurs préformés. Les éosinophiles contiennent un nombre 
important d'enzymes et de substances cytotoxiques stockées dans divers 
Tableau II: Type de granules cytoplasmiques présents dans les 
éosinophiles selon le stade de maturation. 
Types de granules Stade de différenciation Contenu du granule 
Granule primaire Promyelocyte Cristal de Charcot-Leyden 
(lysophosphatase) 
Granule Éosinophile mature Protéines basiques (MBP, 





Éosinophile mature Arysulfatase B, phosphatase 
Éosinophile mature Réserve d'acides gras 
activé insaturés 
MBP: "Major Basic Protein" ECP: "Eosinophil Cationic Protein" 
EPX: "Eosinophil Protein X" EPO: "Eosinophil Peroxidase" 
granules de sécrétion et dont le rôle principal est la protection de 
l'organisme contre l'action de certains parasites et la dégradation de 
plusieurs molécules (Tableau III). Les protéines cationiques présentes 
dans les granules de sécrétion, en particulier la MBP, la ECP et la EPO, 
possèdent aussi des propriétés cytotoxiques vis-à-vis de l'épithélium 
bronchique (GLEICH et coll., 1979; MOTOJIMA et coll., 1989; ) ce qui 
suggère déjà une implication potentielle de ces protéines cationiques dans 
la génèse de l'HRB. Cependant, l'activité cytoxique de la MBP est non-
sélective puisqu'elle provoque une lyse aussi bien des cellules spléniques 
que des cellules intestinales (GLEICH et coll., 1979). La ECP et la EPO 
provoquent aussi une desquamation de l'épithélium bronchique 
(MOTOJIMA et coll., 1989). La MBP administrée chez le primate induit 
aussi une bronchoconstriction (GUNDEL et coll., 1991). Le rôle des 
cristaux de Charcot-Leyden crystal reste encore obscure, cependant, la 
dégradation du lysophosphatidylcholine (un composant important du 
surfactant pulmonaire) par ces cristaux suggère que cette substance 
pourrait être impliquée dans le développement de l'atélectasie observée 
chez le sujet asthmatique (GLEICH, 1990). 
Médiateurs néo-formés. Les éosinophiles synthétisent divers métabolites 
oxygénés comme l'anion superoxide (TAUBER et coll., 1979), le radical 
hydroxyle (WEISS et coll., 1986) et le peroxyde d'hydrogène (KAZURA et 
coll., 1981) qui ont pour fonction de tuer les micro-organismes et les 
cellules tumorales (Tableau III). Ces cellules produisent aussi divers 
médiateurs lipidiques comme les prostaglandines (PG) E2, D2, F2a, le 
thromboxane A2 (TxA2), les leucotriènes (LT) B4 et C4 (HUBSCHER, 1975; 
Tableau III: Principales activités biologiques des médiateurs pré-
formés présents dans les éosinophiles 
Protéines Activités biologiques 
Protéines sans activité enzymatique 
MBP - cytotoxique (Helminthes, cellules normales ... ) 
- activation mastocytes (dégranulation) 
ECP - cytotoxique (Helminthes, cellules normales ... ) 
- activation mastocytes (dégranulation) 
EPXouEDN - fortement neurotoxique 
Protéines avec activité enzymatique 
EPO - cytotoxique (Helminthes, cellules normales ... ) 
- activation mastocytes (dégranulation) 
CLC - dégradation du lysophosphatidylcholine 
Collagénase - hydrolyse le collagène de type I et II (matrice) 
Arylsulfatase - hydrolyse des protéoglycans et glycosaminoglycans 
~-glucuronidase - hydrolyse des glycosides 
MBP: "Major Basic Protein" ECP: "Eosinophil Cationic Protein" 
EPX: "Eosinophil Protein X" EPO: "Eosinophil Peroxidase" 
CLC: "Charcot-Leyden crystal" 
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BORGEAT et coll., 1984; HIRATA et coll., 1989 et 1990; KROEGEL et coll., 
1994) ainsi que le PAF (LEE et coll., 1984). Les effets biologiques de ces 
médiateurs sont aussi divers que la vasodilatation, la bronchoconstriction, 
l'œdème, l'augmentation de la perméabilité vasculaire, l'augmentation de 
la sécrétion de mucus et l'induction de l'HRB (BARNES et coll., 1988; 
Tableau 1). Les éosinophiles activés libèrent aussi un composé lipidique 
désigné sous le nom de "Eosinophil Chemotatic Lipid" qui comme son 
nom l'indique est un facteur chemotactique des éosinophiles (SCHWENK 
et coll., 1992). Les éosinophiles synthétisent de l'IL-3, de l'IL-5 et du GM-
CSF qui co_mme nous l'avons préalablement mentionné, sont des cytokines 
régulatrices de l'éosinopoïèse et de la fonction des éosinophiles. Ces 
cellules contiennent aussi de l'ARNm codant pour le "Transforming 
Growth Factor" (TGF) de type a et ~1 (OHNO et coll., 1992) qui peuvent 
inhiber la production de cytokines par les lymphocytes Th2. Enfin, les 
éosinophiles libèrent aussi des neuropeptides comme la substance P et le 
VIP ('Vasoactive Intestinal Peptide") (ALIAKBARI et coll., 1987) qui sont 
des substances pouvant moduler la réponse inflammatoire présente dans 
les voies aériennes (activation des mastocytes par la substance P) (Tableau 
1). Les éosinophiles en libérant l'ensemble de ces médiateurs auront ainsi 
la capacité de moduler la réponse immunitaire et d'amplifier la réaction 
inflammatoire dans le micro-environnement des voies aériennes des 
sujets asthmatiques. 
Hétérogénéité des éosinophiles. Les différentes sous-populations 
d'éosinophiles peuvent être classées suivant leur aspect morphologique 
(dégranulation, apparition de nombreuses vacuoles), l'expression 
hétérogène des marqueurs de surface en relation avec la pathologie 
(expression de l'antigène de surface HLA-DR par les éosinophiles de 
sujets avec une pneumonie) et la densité (d) des cellules (normodenses > d 
= 1.082 < hypodenses) (FUKUDA et GLEICH, 1985 pour revue). Chez 
l'homme, les éosinophiles normodenses constituent près de 90% du 
nombre total d'éosinophiles sanguins (FUKUDA et coll., 1985; FRICK et 
coll., 1989) alors que chez le sujet asthmatique les éosinophiles hypodenses 
constituent 35 à 65% de la population totale d'éosinophiles sanguins 
(FUKUDA et coll., 1985; FRICK et coll., 1989). Les éosinophiles retrouvés 
dans le LBA de sujets asthmatiques 48 heures après inhalation de 
l'allergène sont en grande proportion de types hypodenses (KROEGEL et 
coll., 1994). De plus, chez les sujets asthmatiques la réduction du nombre 
d'éosinophiles hypodenses sanguins observée suite au traitement avec les 
glucocorticoïdes, est corrélée à la réduction de l'HRB (KUO et coll., 1994). 
Il est intéressant de noter que plusieurs médiateurs inflammatoires 
(leucotriènes, PAF et cytokines) ont la propriété de transformer in vitro les 
éosinophiles normodenses en éosinophiles hypodenses (KAJITA et coll., 
1985; YUKAWA et coll., 1989; ROTHENBERG et coll., 1989) ce qui se 
traduit le plus souvent par une dégranulation de ces cellules. 
L'importance de la présence d'éosinophiles hypodenses dans le sang et 
dans le LBA ne se limite pas à la simple conclusion d'une activation et 
d'une dégranulation probable de ces cellules. Les éosinophiles hypodenses 
répondent plus fortement à un même stimulus en comparaison des 
éosinophiles normodenses (PRIN et coll., 1983); ce qui suggère que la 
réponse inflammatoire médiée par les éosinophiles hypodenses est 
probablement plus importante. La détermination de la population 
d'éosinophiles retrouvées dans le sang ou le LBA du sujet asthmatique 
pourrait être un indice de l'état d'activation de ces cellules et de leur 
participation potentielle dans la pathologie étudiée. 
Migration de éosinophiles. La migration des éosinophiles de la 
circulation sanguine vers les tissus périphériques se produit selon des 
mécanismes communs à toute migration de cellules inflammatoires et 
peut se résumer en 7 étapes principales: 1) contact des éosinophiles avec 
les cellules endothéliales, 2) roulement des éosinophiles sur la paroi 
endothéliale, 3) adhésion réversible des éosinophiles sur les cellules 
endothéliales exprimant des molécules d'adhésion du type E- et P-
sélectines, 4) induction de l'expression et/ou augmentation de l'affinité des 
intégrines présentes à la surface des éosinophiles par le facteur 
chemotactique et les médiateurs inflammatoires libérés par diverses 
cellules (cellules endothéliales, cellules épithéliales, cellules 
inflammatoires), 5) adhésion plus importante des éosinophiles via leurs 
intégrines à l'endothélium vasculaire par liaison avec les sélectines et 
intégrines présentes à sa surface, 6) migration trans-endothéliale des 
éosinophiles (diapédèse), 7) migration des éosinophiles dans la sous-
muqueuse et la muqueuse des voies aériennes puis dans la lumière 
bronchique (CARLOS ET HARLAN, 1994; pour revue). Il existe plusieurs 
facteurs chemotactiques pour les éosinophiles qui peuvent être classés en 
deux groupes suivant leur sélectivité pour ces cellules. Le premier groupe 
inclut le PAF (WARDLAW et coll., 1986), le LTB4 (MAGHNI et coll., 1991) 
et l'IL-8 (ERGER et coll., 1995) qui sont des facteurs chemotactiques à la 
fois pour les éosinophiles et les neutrophiles (BARNES et coll., 1988 pour 
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revue). Cependant, l'IL-2 (RAND et coll., 1991b), l'IL-4 (LUKACS et 
CASALE, 1994), l'IL-5 (WANG et coll., 1989), le LCF ("Lymphocyte 
chemoattractant factor") (RAND et coll., 1991a), ainsi que les trois 
chemokines nouvellement identifiées, le MIP-la (ROT et coll., 1992), le 
composé RANTES ("Regulated upon Activation in Normal T-cells 
Expressed and Secreted") (KAMEYOSHI et coll., 1992; ROT et coll., 1992) et 
l'éotaxine (JOSE et coll., 1994) sont des facteurs chemotactiques des 
éosinophiles (KAPLAN et coll., 1994 pour revue); l'IL-2 et le LCF sont 
aussi des facteurs chemotactiques des lymphocytes CD4+ (RAND et coll., 
1991a). L'existence de facteurs chemotactiques sélectifs pour les 
éosinophiles et les lymphocytes CD4+ pourrait expliquer la migration 
sélective et conjointe de ces deux types de cellules dans les voies aériennes 
des sujets asthmatiques. L'importance des diverses étapes décrites pour le 
recrutement des éosinophiles aux sites inflammatoires est démontrée par 
divers travaux indiquant que l'inhibition de la synthèse ou de l'action de 
divers facteurs chemotactiques (LAITINEN et coll., 1991), ou 
l'administration d'anticorps anti-intégrines ou anti-sélectines (WEGNER 
et coll., 1990; GUNDEL et coll., 1992b) diminuent fortement l'éosinophilie 
pulmonaire et dans certains cas l'HRB. Cependant, chez le rat Brown-
Norway les anticorps anti-intégrines ou anti-sélectines réduisent l'HRB 
sans altérer l'influx d'éosinophiles dans les poumons (SUN et coll., 1994; 
LABERGE et coll., 1995) 
Les éosinophiles possèdent donc un arsenal important de 
médiateurs inflammatoires qui peuvent affecter les fonctions 
physiologiques des voies aériennes via des mécanismes de types non-
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oxydatifs (protéines cationiques, ~édiateurs lipidiques, cytokines) et de 
types oxydatifs (radicaux libres). L'altération des fonctions physiologiques 
des voies aériennes par les éosinophiles pourrait alors conduire au 
développement de l'HRB. 
Implications des éosinophiles dans l'HRB. L'éosinophilie est une 
caractéristique importante de la pathologie de l'asthme (GLEICH, 1990 
pour revue). Plusieurs travaux de recherches suggèrent que les 
éosinophiles seraient impliqués dans la pathologie inflammatoire de 
l'asthme et de ce fait dans le développement de l'HRB: 
- Des études histologiques montrent la présence d'un nombre 
important d'éosinophiles dans la muqueuse et la sous-muqueuse des 
bronches de sujets asthmatiques ne recevant pas de corticostéroïdes 
(DURHAM ET KAY, 1985). 
- Chez les sujets asthmatiques exposés à l'allergène, l'analyse 
cellulaire sanguine et du LBA révèle que la population d'éosinophiles est 
augmentée lors de la réaction allergique retardée ("late asthmatic 
response") et que ces évènements sont corrélés à l'augmentation de la 
réactivité bronchique à la métacholine (METZGER et coll., 1986; KIRBY et 
coll., 1987; TAYLOR ET LUKSZA, 1987; WARDLAW et coll., 1988; 
BRUSASCO et coll., 1990; WALKER et coll., 1991; OLNIERI et FORES!, 
1992; LACOSTE et coll., 1993). 
- Chez les sujets asthmatiques, le nombre d'éosinophiles 
hypodenses est augmenté (FUKUDA et coll., 1985) et leur nombre semble 
associé à la sévérité de l'HRB (CALHOUN et coll., 1992; KUO et coll., 1994). 
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- Chez le primate sensibilisé, l'inhalation de l'allergène provoque 
une augmentation du nombre d'éosinophiles et de la réactivité des voies 
aériennes; le nombre d'éosinophiles et les quantités de MBP retrouvées 
dans le LBA sont corrélés au degré de L'HRB (GUNDEL et coll., 1990). 
- Chez le primate sensibilisé, l'éosinophilie pulmonaire et l'HRB 
observées après l'exposition chronique à l'allergène sont atténuées après 
traitement avec des anticorps anti-ICAM-1 (WEGNER et coll., 1990) 
- Chez le cobaye sensibilisé à l'ovalbumine, le nombre d'éosinophiles 
retrouvés dans la muqueuse et la sous-muqueuse des voies aériennes et 
dans le LBA (IIJIMA et coll., 1987; HUTSON et coll., 1988; ISHIDA et coll., 
1989; BOICHOT et coll., 1991) est corrélé à l'augmentation de la réactivité 
bronchique à la métacholine. 
- Chez les humains asthmatiques décédés d'une crise d'asthme, les 
études immunohistologiques révèlent une localisation importante de MBP 
au niveau de la sous-muqueuse des bronches et bronchioles en association 
avec une desquamation marquée de l'épithélium bronchique (FILLEY et 
coll, 1982). 
- Les concentrations des protéines cationiques retrouvées dans le 
sang ou le LBA sont augmentées chez le sujet asthmatique et sont 
positivement corrélées à la sévérité de l'HRB (W ARDLAW et coll., 1988; 
GRIFFIN et coll., 1991; LACOSTE et coll., 1993). 
- L'instillation intratrachéale de MBP augmente la réactivité 
bronchique à la métacholine chez le primate (GUNDEL et coll., 1991) et 
chez le rat (UCHIDA et coll., 1993); cet effet est mimé par les polypeptides 
basiques (poly-L-lysine et poly-L-arginine) et est bloqué par l'héparine 
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(COYLE et coll., 1993) et les polypeptides anioniques (BARKER et coll., 
1991). 
- L'instillation intratrachéale de MBP chez le cobaye augmente la 
résistance des voies aériennes et potentie l'effet de divers 
bronchoconstricteurs (DESAI et coll., 1993). 
- L'application ex vivo de la MBP dans la lumière de la trachée 
(FLAVAHAN et coll., 1988) ou l'injection de la MBP dans la sous-
muqueuse de la trachée induit une augmentation de la réactivité 
bronchique à !'acétylcholine et l'histamine (BROFMAN et coll., 1989; 
WHITE et coll., 1990). 
- La MBP et la EPO semblent être des antagonistes allostériques 
sélectifs des récepteurs M2 muscariniques (autorécepteurs présents sur 
les terminaisons nerveuses pré-synaptiques cholinergiques contrôlant 
négativement la libération d'acétylcholine) (JACOBY et coll., 1993) dont 
l'inhibition "continuelle" pourrait être une des causes de l'état d'HRB 
(FRYER ET JACOBY, 1992; ELBON et coll., 1995). 
La contribution potentielle des éosinophiles dans l'inflammation des 
voies aériennes et dans le développement de l'HRB est aussi suggèrée par 
les études montrant que la MBP peut affecter les fonctions physiologiques 
de l'épithélium bronchique. La MBP diminue le nombre de battement des 
cils des cellules épithéliales ciliées des voies aériennes (HASTIE et coll., 
1987). L'instillation ex vivo de la MBP dans la muqueuse bronchique réduit 
le transport ionique par les cellules épithéliales (JACOBY et coll., 1988) ce 
qui se traduit le plus souvent par une modification du transport d'eau par 
la barrière épithéliale et par une augmentation de la sécrétion de mucus 
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(BOUCHER, 1994 pour revue). L'augmentation de la sécrétion de mucus 
favorise l'installation de la réaction inflammatoire dans la lumière des 
voies aériennes (KONIETZKO, 1986) et peut provoquer une obstruction 
bronchique qui peut participer au développement de l'HRB. Malgré 
l'ensemble de ces données justifiant un rôle potentiel des éosinophiles et de 
ses divers médiateurs inflammatoires et cytotoxiques dans le 
développement de l'HRB, d'autres données de la littérature suggèrent que 
les éosinophiles ne sembleraient pas jouer un rôle majeur dans la 
pathogénèse de l'asthme et de ce fait que l'éosinophilie observée chez le 
sujet asthmatique serait plus une conséquence qu'une cause de l'état 
asthmatique. 
Controverses. Plusieurs travaux de recherches suggèrent aussi que 
l'influx d'éosinophiles dans les poumons ne provoque pas ou n'est pas 
associé avec le développement de l'HRB: 
- Chez certains sujets asthmatiques, il n'existe pas de corrélation 
entre le nombre d'éosinophiles présents dans le LBA ou infiltrant la 
muqueuse des bronches et l'intensité de l'HRB (ADELROTH et coll., 1990; 
DJUKANOVIC et coll., 1990; SMITH, 1992 pour revue). 
- Chez les sujets asthmatiques asymptomatiques (stabilisation de 
l'état asthmatique) , il n'existe pas de corrélation entre le nombre 
d'éosinophiles présents dans le LBA et la réactivité des voies aériennes 
(BRUSASCO et coll., 1990). 
- Chez certains sujets asthmatiques, il n'existe pas de corrélation 
entre le nombre d'éosinophiles sanguins et la sévérité de l'HRB (ALFARO 
et coll., 1989). 
- Chez certains sujets asthmatiques morts à la suite d'une crise 
d'asthme, la desquamation de l'épithélium bronchique est observée en 
l'absence d'une infiltration d'éosinophiles ou de dépôt de matériel 
immunoréactif à la MBP dans la sous-muqueuse (GLEICH et coll., 1987). 
- Dans divers syndromes pulmonaires à éosinophilie (pneumonie et 
bronchite chronique à éosinophiles, mycose bronchopulmonaire 
allergique, syndrome de Loeffer, syndrome d'hyperéosinophilie ... ) les 
patients ne présentent généralement pas d'HRB ou seulement de manière 
transitoire. Le traitement avec les glucocorticoïdes est généralement 
suffisant pour obtenir une rémission quasi totale des symptômes 
ŒNRIGHT et coll., 1989; GIBSON et coll., 1989). 
- Chez le cobaye sensibilisé à l'ovalbumine l'influx d'éosinophiles 
dans l~ poumon ne provoque pas d'HRB (CHAPMAN et coll., 1991; 
WATSON et coll., 1992; HUEUER et coll., 1994) et dans le cas où ces deux 
phénomènes sont observés simultanément, la diminution de la migration 
de ces cellules par des anti-inflammatoires ne réduit pas pour autant 
l'état d'hyperréactivité (SANJAR et coll., 1990). 
- Chez le rat Brown-Norway sensibilisé, l'administration 
d'anticorps anti-intégrines (LABERGE et coll., 1995) ou anti-sélectines 
(SUN et coll., 1994) inhibe l'HRB alors que l'influx d'éosinophiles dans le 
poumon n'est pas toujours affecté. 
Dans le cas du cobaye sensibilisé et exposé à l'ovalbumine, les 
différences dans le protocole de sensibilisation à l'ovalbumine (dose 
d'antigène, répétition de l'exposition à l'allergène, addition d'adjuvants 
... ) pourraient être à l'origine de cette controverse sur la relation entre 
l'éosinophilie et l'HRB dans ce modèle animal (CHAND et coll., 1992; 
HOWELL et coll., 1992). 
L'ensemble des travaux in vivo montrant l'implication potentielle de 
l'éosinophilie dans la pathogénèse de l'HRB chez le sujet asthmatique est 
basé sur l'existence d'une corrélation entre ces deux phénomènes. 
Cependant, la présence d'une corrélation ne signifie pas pour autant 
l'existence d'une relation de cause à effet. Dans le cas des travaux 
suggèrant que les éosinophiles ne semblent pas impliqués dans la 
pathogénèse de l'HRB, il est important de noter que dans la plupart de ces 
études l'influx d'éosinophiles fut mesuré dans le LBA et que l'activation 
potentielle des éosinophiles n'a pas été évaluée. Ces diverses études 
soulèvent la question de la pertinence de la détermination du nombre 
d'éosinophiles dans le LBA comme paramètre d'évaluation du degré de 
l'éosinophilie et de l'évaluation de l'état inflammatoire des poumons chez 
le sujet asthmatique (MICHEL et coll., 1989). Il en serait de même pour la 
détermination du nombre d'éosinophiles sanguins puisque certains 
auteurs montrent que le degré d'éosinophilie dans l'expectorat du sujet 
asthmatique retranscrit mieux l'importance potentielle des éosinophiles 
dans la sévérité de l'HRB (ALF ARO et coll., 1989). 
4 OBJECTIFS DE L'ÉTUDE 
Suite à l'analyse de la littérature il est difficile de définir lequel des 
évènements inflammatoires prédomine sur les autres pour provoquer 
l'HRB et plus particulièrement quelles sont les intéractions entre ces 
divers évènements car la plupart des mécanismes rapportés sont étudiés 
chez des groupes de sujets dont l'étiologie et la sévérité de l'asthme ne sont 
pas semblables. De plus, divers paramètres comme l'âge, le sexe (femmes 
enceintes) et la thérapie passée et présente administrée aux sujets 
asthmatiques sont autant de facteurs qui peuvent influencer la sévérité de 
l'état asthmatique et conduire à des conclusions opposées ou 
controversées. Chez l'animal, la difficulté d'associer et de comprendre les 
divers évènements inflammatoires impliqués possiblement dans la 
pathologie de l'HRB est attribuable au fait que les données proviennent de 
divers modèles animaux d'asthme expérimental; chacun de ces modèles 
expérimentaux est unique par son propre protocole de sensibilisation 
(KAROL, 1994 pour revue). Il est alors difficile d'expliquer les mécanismes 
de l'HRB en utilisant les données de modèles expérimentaux différents. Il 
devient donc important de définir la relation temporelle entre les différents 
évènements inflammatoires dans un même modèle expérimental. Dans le 
cas des études sur les éosinophiles, l'ensemble des données de la 
littérature ne remettent pas pour autant en question la participation de ces 
cellules dans la pathologie inflammatoire de l'asthme. Ces études 
indiquent que les différents mécanismes conduisant à l'HRB, et dans 
lesquels les éosinophiles participent probablement pour une part, sont des 
évènements dont "l'ordre chronologique" et les intéractions restent encore 
mal définis. 
Le but du présent projet de recherche est d'étudier la participation 
potentielle de divers évènements inflammatoires dans le développement et 
le maintien de l'HRB en utilisant le même modèle animal. Nous avons 
choisi comme modèle animal le cobaye injecté aux billes de Sephadex (de 
type G-50 Superfine) car nous avons récemment montré que cette injection 
induit rapidement un recrutement important d'éosinophiles et de 
neutrophiles dans les poumons (MAGHNI et coll., 1991). De plus, les 
expériences préliminaires réalisées ex vivo sur la réactivité des voies 
aériennes indiquent que cette même injection induit une HRB chez cet 
animal (MAGHNI et coll., 1992). Les objectifs de cette étude sont donc de 
déterminer dans ce modèle d'inflammation pulmonaire chez le cobaye: 
1- Si l'HRB précède l'éosinophilie ou est causée par l'infiltration des 
éosinophiles ou d'autres cellules inflammatoires dans le poumon. 
2- Si la présence de l'HRB déterminée ex vivo à divers niveaux de 
l'arbre trachéobronchique est associée avec l'infiltration des éosinophiles 
dans ces mêmes tissus. 
3- Si l'activation des éosinophiles et la libération subséquente des 
protéines cationiques sont associées au déclenchement et/ou au maintien 
de l'HRB. 
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4- Déterminer les autres évènements inflammatoires présents chez 
le cobaye injecté aux billes de sephadex et définir leur implication dans le 
développement de l'HRB. 
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MATÉRIEL ET MÉTHODES 
1 INDUCTION DE L'INFLAMMATION PULMONAIRE CHEZ LE 
COBAYE 
1.1 Injection des billes de Sephadex 
L'induction d'une inflammation pulmonaire suite à l'injection des 
billes de Sephadex a été initialement décrite chez le rat par W ALLS et 
BENSON (1972). Sur la base de cette étude, des cobayes Dunkin Hartley (250 
- 300 g) provenant de la compagnie Charles River (Saint-Constant, 
Canada) ont été injectés avec divers types de billes de Sephadex (Superfine; 
Pharmacia, Uppsala, Suède) resuspendues dans de la saline isotonique, 
stérile et apyrogène immédiatement avant l'injection. Les billes de 
Sephadex ont été injectées chez le cobaye conscient via une veine de 
l'oreille (anesthésie locale avec une solution de xylocaine 2 %). Nous avons 
aussi étudié l'effet de l'injection de divers type de billes de Sephadex sur 
l'infiltration de cellules inflammatoires dans les poumons de cobaye. Dans 
ce cas, l'injection intraveineuse de 0.42 ml/kg d'une suspension de billes 
de Sephadex G-50 (24 mg/kg), G-75 (14.27 mg/kg), G-100 (8.0 mg/kg) et G-
200 (10.71 mg/kg) a été réalisée chez le cobaye conscient. Dans une 
deuxième série d'expériences, diverses doses de Sephadex G-50 (9.86, 3.86, 
1.29 et 0.43 mg/kg) ont été administrées chez le cobaye conscient afin de 
déterminer l'intensité de la réaction inflammatoire suivant la dose de 
billes injectées chez l'animal. 
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1.2 Mesure de l'influx de cellules inflammat.oires 
1.2.1 Énumération des éosinophiles sanguins 
Après sacrifice de l'animal, le sang a été prélevé par ponction 
cardiaque et récupéré dans une seringue contenant une solution de citrate 
de sodium 3.15 % (1 ml de citrate de sodium pour 9 ml de sang). Les 
cellules sanguines (2 ml de sang récupéré) ont été suspendues dans 8 ml 
de tampon phosphate salin (10 ml d'une solution concentrée (g/L): KCl 0.2, 
Na2HP04 1.15, et de KH2P04 0.2 diluée dans 900 ml de saline 0.9 % et 90 ml 
d'eau stérile; pH 7.4). Les leucocytes ont été séparés des érythrocytes par 
centrifugation sur un gradient de Percoll continu de 67 .5 %. La solution de 
Percoll a été préparée en mélangeant préalablement une solution 
commerciale de Percoll (Sigma Chemicals Inc., St-Louis, MO) avec une 
solution contenant 0.9 g de NaCl dissout dans 10 ml de tampon phosphate 
salin 10 fois concentré (composition décrite ci-dessus) dans des proportions 
respectives de 27.74:2.26 (v/v). Cette solution de Percoll nommée 100 % a été 
ensuite diluée avec du tampon phosphate salin de manière à obtenir la 
concentration de Percoll adéquate. Après création du gradient continu par 
centrifugation du mélange à 67.5 % de Percoll (20 000 g, 15 min, 4 °C) la 
préparation de cellules sanguines (10 ml) a été déposée sur ce gradient et 
centrifugée (360 g, 30 min, 20 °C). Les cellules sanguines récupérées dans 
le haut et dans la phase intermédiaire du gradient de Percoll (les 
érythrocytes se retrouvant dans le bas du gradient) ont été lavées avec du 
tampon phosphate salin (10 ml) puis après centrifugation les leucocytes 
ont été resuspendus dans 2 ml de tampon phosphate salin. Le nombre de 
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cellules a été déterminé à l'aide d'un hématimètrede Neubauer et la 
viabilité a été mesurée par le test d'exclusion du bleu de Trypan. Le 
nombre de leucocytes sanguins contenu dans 1 mm3 de sang a été calculé 
selon: 
Nombre de leucocytes= {(N x V)/ 2 x (V-1)} / 1000 (équation 1) 
(cellules / mm3 de sang) 
avec V: volume de sang collecté incluant le citrate de sodium 
V-1: volume de sang réellement collecté après soustraction du 
volume de citrate (1 ml) 
2: 2 ml de sang pris du volume V et déposés après dilution sur 
le gradient de Percoll continu 
N: nombre de leucocytes sanguins (x 106 cellules) présents 
dans les 2 ml de sang dilué et mesurés dans les quatres 
chambres de l 'hématimètre selon: 
N = 3000 x C x Vs x D (équation 2) 
avec 3000: facteur constant tenant compte de la dimension des 
chambres de l'hematimètre, du volume de la suspension 
cellulaire (100 µl) et du volume de la solution de bleu de 
Trypan (20 µl) 
C: nombre de cellules comptées dans les quatres chambres de 
l 'hema timètre 
Vs: volume de suspension des leucocytes 
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D: facteur de dilution de la suspension cellulaire 
Le nombre d'éosinophiles sanguins est déterminé sur des 
préparations cytologiques de leucocytes totaux sanguins par coloration au 
Wright (préparations cytologiques incubées pendant 3 min avec le colorant 
et lavées avec de l'eau distillée). 
1.2.2 Populations cellulaires du liquide du lavage 
bronchoalvéolaire 
La présence de cellules inflammatoires au niveau pulmonaire a été 
mesurée dans le liquide du lavage bronchoalvéolaire (LBA) provenant 
d'animaux témoins et injectés aux billes de Sephadex par voie 
intraveineuse ou intratrachéale. Le LBA a été réalisé chez le cobaye selon 
la méthode préalablement décrite (Sirois et coll, 1982). Brièvement, après 
sacrifice de l'animal, la trachée a été cannulée avec un cathéter joint à 
deux seringues (60 ml) par un système de valve à trois voies et un tampon 
phosphate salin préalablement réchauffé à 37 °C est introduit dans les 
poumons de l'animal par aliquots de 5 ml (volume total de 60 ml) et 
réaspiré avec une seconde seringue après un massage léger des poumons. 
Les dix premiers ml ont été récupérés et centrifugés (360 g, 10 min., 20 °C). 
Le surnageant a été échantilloné en plusieurs aliquots de 0.5 ml et 
conservés à - 80 °C pour l'analyse ultérieure des médiateurs. Les cellules 
récupérées dans le reste du LBA ont été ensuite centrifugées (360 g, 10 
min., 20 °C) et resuspendues avec les cellules de la première 
centrifugation dans 5 ml du même tampon phosphate. Les cellules totales 
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isolées du LBA sont comptées à l'aide d'un hématimètre (d'après 
l'équation 2) et les populations cellulaires du LBA (macrophages, 
éosinophiles, neutrophiles et lymphocytes) ont été identifiées sur des 
préparations cytologiques par coloration au Wright comme décrit ci-
dessus. 
2 MESURE EX VIVO DE LA RÉACTIVITÉ DES VOIES 
RESPIRATOIRES DE COBAYE 
La réactivité de la bronche principale, de la bronche inférieure et du 
parenchyme pulmonaire isolés de l'arbre trachéobronchique provenant de 
cobayes témoins ou injectés aux billes de Sephadex a été mesurée ex vivo 
par essais biologiques dans des bains en cascade. Les bronches principales 
correspondent aux premières bronches extrapulmonaires qui se divisent 
de la trachée. Les bronches inférieures correspondent à la première 
génération de bronches intrapulmonaires chez le cobaye. Le parenchyme 
pulmonaire est une préparation tissulaire très hétérogène qui contient les 
petites bronches et bronchioles. Après sacrifice de l'animal, les poumons 
ont été rapidement prélevés et placés dans une solution de Krebs 
(composition en mM: NaCl 118, KCl 4.7, KH2P04 1.18, NaHC03 25, CaCl2 
2.51, MgS04 7 H20 1.18 et glucose 11.1). Des bandelettes de parenchyme 
pulmonaire (3 x 3 x 30 mm) ont été coupées à partir des lobes inférieurs 
selon la méthode décrite par Lulich et coll. (1976) et modifiée par Sirois et 
coll (1981). Les bronches (droite et gauche) ont été isolées après dissection 
du parenchyme pulmonaire et des tissus conjonctifs adjacents en utilisant 
une petite tige de métal (0.4 à 0.5 mm de diamètre) comme support. 
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Chaque bronche a été divisée en deux segments (principale ou 
extrapulmonaire et inférieure ou intrapulmonaire) et coupée en spirale. 
Le diamètre de la bronche principale et de la bronche inférieure est de 1 à 
1.2 mm et de 0.2 à 0.8 mm respectivement (Sirois et coll., 1981). Chaque 
préparation tissulaire a été placée dans un système de bains en cascade et 
perfusée à la vitesse de 5 ml/ min avec une solution de Krebs oxygénée (95 
% 02, 5 % C02) maintenue à une température de 37 °C. Après application 
d'une tension initiale de 1.5 gr à tous les tissus isolés, ces derniers ont été 
équilibrés pendant 60 min. Une courbe dose-réponse à l'histamine (9 x 10-
10 à 4.5 x 10-6 moles) et à !'acétylcholine (6. 79 x 10-10 à 1.36 x 10-5 moles) 
(Sigma Chemicals Inc., St-Louis, MO) (injection en bolus)- a été réalisée. 
Les contractions ont été mesurées à l'aide d'un transducteur de type 
Grass FT03 C mesurant des forces isométriques et enregistrées à l'aide 
d'un polygraphe de type Grass (modèle 7D). L'affinité apparente (pD2) 
déterminée pour l'histamine et !'acétylcholine sur les diverses 
préparations tissulaires est définie comme: 
pD2 = - log10 ED50 (équation 3) 
ED50: dose induisant 50 % de la contraction maximale 
Les variations dans la réactivité bronchique observées dans les 
différents niveaux de l'arbre trachéobronchique entre les animaux 
injectés aux billes de Sephadex et les animaux témoins sont évaluées par 
comparaison des contractions maximales (Emax) et de la valeur de pD2 
des agents contractiles. 
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3 HISTOLOGIE 
Après sacrifice des ammaux témoins et injectés aux billes de 
Sephadex, les bronches principales et inférieures ainsi que le parenchyme 
pulmonaire ont été prélevés et disséqués comme décrit précédemment. 
Cependant, les bronches n'ont pas été coupées en spirales. Les tissus 
isolés ont été immergés dans une solution dîte de Bouin pendant 3 hrs. Les 
échantillons tissulaires ont été ensuite rincés dans une solution d'alcool à 
30 %, déshydratés par passage dans différents bains contenant de l'alcool 
à diverses concentrations puis enrobés de paraffine. Des sections de 5 µm 
d'épaisseur prélevées à intervalle de 30 µmont été placées sur des lames 
de verre préalablement recouverte de poly-L-lysine. Les lames ainsi 
préparées ont été colorées avec l'hématoxyline-éosine afin de permettre 
l'analyse histologique de ces tissus. L'analyse histologique a consisté à 
l'examen de 6 plages sur une même coupe de tissu afin de déterminer les 
principales caractéristiques histopathologiques présentes chez le cobaye 
injecté aux billes de Sephadex (localisation et degré d'infiltration des 
cellules inflammatoires, intégrité de l'épithélium bronchique, formation 
d'œdème ... ) en comparaison des animaux témoins. Cette procédure a été 
répétée sur plusieurs coupes (IO à 20) d'un même tissu et pour plusieurs 
animaux (3 à 5) dans un même groupe. L'intensité de l'infiltration des 
éosinophiles dans les poumons a été arbitrairement définie par rapport 
aux animaux témoins comme étant importante (+++), moyenne (++), 
faible(+) ou absente(-). 
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4 TEMPS DE MESURE DES DIVERS PARAMÈTRES 
Après avoir établi les divers protocoles expérimentaux pour 
l'induction de l'inflammation pulmonaire et la mesure de l'HRB ex vivo 
chez le cobaye injecté aux billes de Sephadex, nous avons décidé de 
mesurer les changements dans le nombre d'éosinophiles sanguins, le 
degré de l'infiltration des cellules inflammatoires au niveau pulmonaire 
et dans la réactivité bronchique, 1, 7 et 14 jours après l'injection des billes 
de Sephadex G-50 (temps longs). Dans une autre série d'expériences, ces 
trois paramètres ont été étudiés 1, 3, 6 et 12 hrs après l'injection des billes 
de Sephadex (temps courts). 
5 ÉTUDE DES MÉCANISMES POTENTIELLEMENT IMPLIQUÉS 
DANS L'HYPERRÉACTIVITÉ BRONCIDQUE 
Six protocoles furent élaborés afin d'étudier les mécanismes 
potentiellement impliqués dans le développement et le maintien de 
l'hyperréactivité bronchique chez le cobaye suite à l'injection des billes de 
Sephadex. Nous avons déterminé le nombre d'éosinophiles tissulaires et 
l'activation des éosinophiles en mesurant respectivement l'activité EPO 
retrouvée au niveau tissulaire et dans le liquide du LBA. Dans l'étude de 
l'identification des autres évènements inflammatoires présents dans ce 
modèle, nous avons aussi déterminé la possibilité d'une activation des 
mastocytes (mesure de la libération d'histamine), d'une activation des 
cellules inflammatoires en général (mesure de l'activité j3-glucuronidase 
contenue dans le liquide du LBA), des changements dans la perméabilité 
microvasculaire (mesure de l'extravasation plasmatique par la méthode 
de marquage de l'albumine sérique par le bleu d'Evans) et dans la 
perméabilité capillaire bronchoalvéolaire (mesure du contenu en protéines 
totales et en albumine dans le liquide du LBA). Finalement, nous avons 
aussi étudié la possibilité d'une activation du complément sanguin (test 
hémolytique) après l'injection des billes de Sephadex chez le cobaye 
puisque des études ont montré que le Dextran était une subtance capable 
d'activer le complément sanguin in vitro (VIDEM et MOLLNES, 1994). 
5.1 Dét.ermination du nombre d'éosinophiles~ et de 
l'activation des éosinophiles 
Le nombre apparent d'éosinophiles présents dans la trachée, la 
bronche principale et la bronche inférieure chez les cobayes témoins et 
injectés aux billes de Sephadex a été déterminé en mesurant l'activité EPO 
par essai calorimétrique. L'activité EPO a été mesurée en utilisant le o-
phenylènediamine dihydrochlorure (OPD; un substrat non hydrolysé par 
la myéloperoxidase) comme substrat de la EPO tel que décrit par STRATH 
et coll. (1985) et WHITE et coll. (1991). Brièvement, la solution de substrat 
(75 µl) consiste en un mélange de 0.1 mM d'OPD (Sigma Chemicals Inc., 
St-Louis, MO) dissout dans 0.05 mM Tris-HCl avec 0.1 % de Triton X-100 et 
1 mM de peroxyde d'hydrogène (Sigma Chemicals Inc., St-Louis, MO). 
Une courbe d'étalonnage de l'activité EPO retrouvée dans les éosinophiles 
en fonction du nombre d'éosinophiles (population de cellules normodenses 
préalablement purifiées; MAGHNI et coll., 1993) a été réalisée. Les 
éosinophiles (103 - 106 cellules) ont été resuspendues dans 50 µl de Krebs et 
incubées avec 75 µl de la solution de substrat. Les cellules ont été incubées 
pendant 15 min à 20 °C et la réaction est arrêtée par l'addition de 50 µl 
d'une solution d'acide sulfurique 4 M suivie par une centrifugation à 400 g 
pendant 5 min à 4 °C. Un aliquot de 150 µl du surnageant est prélevé et 
l'absorbance est mesurée à une longueur d'onde de 492 nm à l'aide d'un 
spectrophotomètre Titertek Multiskan (MC, Flow laboratories). La trachée 
(divisée en segments de 5 mm) et les bronches principales et inférieures 
(isolées comme décrit préalablement) ont été placées dans 100 µl de Krebs 
et incubés avec 150 µl de la solution de substrat pendant 15 min à 37 °C. La 
réaction a été arrêtée par l'addition de 100 µl d'acide sulfurique 4M et un 
aliquot de 150 µl du surnageant a été prélevé pour la détermination de 
l'activité EPO par spectrophotométrie telle que décrit ci-dessus. La courbe 
d'étalonnage préalablement réalisée permet de déterminer le nombre 
d'éosinophiles présents dans le tissu. Le blanc de l'essai 
spectrophotométrique correspond à 50 µl de Krebs subissant les mêmes 
étapes préalablement décrites pour l'échantillon. 
L'activation des éosinophiles a été déterminée par la mesure de 
l'activité EPO retrouvée dans le liquide du LBA (50 µl) selon la même 
procédure que celle décrite ci-dessus. L'activité EPO (exprimée en unité / 
ml) a été calculée à partir d'une courbe d'étalonnage réalisée avec diverses 
concentrations de peroxydase de raifort de type 1 (EC 1. 11. 1. 7; Sigma 
Chemicals Inc., St-Louis, MO) (5 à 61 unités/ml). L'activité de la 
peroxydase de Raifort a été aussi évaluée par colorimétrie en utilisant le 
OPD comme substrat de la réaction enzymatique. Une unité peroxydase 
est définie comme la quantité de peroxydase nécessaire pour former 1.0 
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mg de pupyrogallin à partir du pyrogallol pendant 20 sec à 20 °C (pH 6) 
(WELINDER, 1979). Le blanc de l'essai spectrophotométrique correspond à 
50 µl de tampon phosphate salin subissant les mêmes étapes 
préalablement décrites pour l'échantillon du LBA. 
5.2 Activation des mast.ocytes 
L'activation des mastocytes a été déterminée par la mesure de la 
quantité d'histamine retrouvée dans les échantillons du liquide du LBA. 
La quantité d'histamine a été mesurée en suivant strictement la méthode 
développée par Marwaha et coll. (1985) basée sur la réaction de Pauly 
(réaction de diazotation). Cependant, cette méthode mesure aussi 
l'histidine contenu dans les protéines, il est donc nécessaire de précipiter 
les protéines contenues dans le liquide du LBA. La précipitation des 
protéines de l'échantillon du LBA (500 µl) a été réalisée par l'ajout de 125 
µl d'une solution 1.4 N d'acide chlorhydrique. Après centrifugation des 
échantillons, un aliquot de 500 µl du surnageant a été incubé avec 100 µl 
d'une solution à 1 % d'acide sulfanilique (dissout dans une solution 1.4 N 
d'acide chlorhydrique) et 100 µl d'une solution à 5 % de nitrite de sodium 
pendant 10 min à 20 °C. Après neutralisation du milieu d'incubation par 
1.3 ml d'une solution à 5 % de carbonate de sodium, le complexe coloré 
orange a été stabilisé par l'ajout d'une solution à 75 % d'alcool (exactement 
2 min après l'addition de la solution de carbonate de sodium). Le complexe 
stabilisé (200 µl de l'aliquot) a été mesuré par spectrophotométrie 
(longueur d'onde Â = 530 nm) et la quantité d'histamine présente dans 
l'échantillon a été calculée à l'aide d'une courbe d'étalonnage. La courbe 
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d'étalonnage a été déterminée à l'aide de diverses concentrations 
d'histamine (500 µl d'une solution de 10 à 40 µg/ml d'histamine) en 
employant le même protocole que celui décrit ci-dessus (incluant l'étape de 
précipitation des protéines). Le blanc de l'essai spectrophotométrique 
correspond à 500 µl de tampon phosphate salin subissant les mêmes 
étapes préalablement décrites pour l'échantillon du LBA. La quantité de 
protéines totales présentes dans le LBA représente environ 25 % de la 
quantité apparente d'histamine déterminée dans l'échantillon du LBA 
avant précipitation des protéines. 
5.3 Mesure de la f3-glucuronidase 
Afin de déterminer la cinétique de l'activation des cellules 
inflammatoires suite à l'injection des billes de Sephadex dans les 
poumons, l'activité (3-glucuronidase retrouvée dans le liquide du LBA a été 
quantifiée. L'activité (3-glucuronidase a été mesurée par la détermination 
spectrophotométrique de la formation du phénolphthaléine libéré de 
l'acide phénolphthaléine mono-(3-glucuronique par l'action de cet enzyme, 
selon la méthode décrite par W ALLS et coll. (1991). Un aliquot de 125 µl du 
liquide du LBA a été incubé à 56 °C pendant 1 h en présence de 50 µl d'une 
solution d'acide phénolphthaléine mono-(3-glucuronique 0.03 M (pH 4.5; 
Sigma Chemicals Inc., St-Louis, MO) et de 75 µl d'un tampon acétate de 
sodium 0.2 M (pH 4.5). À la fin du temps d'incubation, un aliquot de 1.25 
ml d'un tampon de 2-amino-2-méthyl-1-propanol contenant 0.2 % de lauryl 
sulfate de sodium (pH 11.0; Sigma Chemicals Inc., St-Louis, MO) a été 
ajouté et un aliquot de 200 µl du mélange a été prélevé pour la mesure de 
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l'absorption du phénolphthaléine formé (longueur d'onde À.= 550 nm). La 
quantité de phénolphtaléine formée a été déterminée à partir d'une courbe 
d'étalonnage réalisée avec diverses concentrations de phénolphthaléine (5 
à 40 µg/ml) (Sigma Chemicals Inc., St-Louis, MO) et le résultat est 
exprimé en unité d'activité f3-glucuronidase; 1 unité représente l'activité 
nécessaire pour générer 1 µg de phénolphtaléine dans les conditions de 
l'essai (WALLS et coll., 1991). Le blanc de l'essai spectrophotométrique 
correspond à 125 µl de tampon phosphate salin subissant les mêmes 
étapes préalablement décrites pour l'échantillon du LBA. 
5.4 Perméabilité vasculaire et œdème 
La perméabilité vasculaire a été mesurée en utilisant le bleu 
d'Evans comme marqueur de l'extravasation des protéines plasmatiques 
et l'œdème par la quantité d'eau présente dans les tissus isolés. La 
mesure de la perméabilité vasculaire a été basée sur la méthode 
initialement décrite par JANCAR et coll. (1988). Dans toutes les 
expériences, 20 mg/kg de bleu d'Evans (Sigma Chemicals Inc., St-Louis, 
MO) a été injecté par voie intravéneuse (veine de l'oreille après anesthésie 
locale avec la xylocaïne 2 %) chez le cobaye conscient 10 min avant la fin du 
temps suivant l'injection de saline ou de Sephadex G-50 (24 mg/kg). Après 
sacrifice de l'animal, la circulation pulmonaire a été perfusée pendant 2 
min avec une solution phosphate salin (4 ml/min, 22 °C) via l'artère 
pulmonaire (après sectionnement de l'apex du coeur) pour éliminer toute 
trace de bleu d'Evans de la circulation pulmonaire et bronchique. Durant 
ce temps, les poumons de l'animal ont été gonflés par l'introduction d'air 
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via la trachée afin de favoriser la perfusion des poumons par le tampon de 
phosphate salin. Après arrêt de la perfusion, la trachée, les bronches 
principales, les bronches inférieures (divisées en deux et désignées en une 
partie proximale et distale), le parenchyme pulmonaire, le coeur. la rate, 
le foie, le rein (droit et gauche), le pancréas, le duodénum, le quadriceps 
droit, le diaphragme et la peau ont été isolés et coupés en deux parties 
pratiquement égales composant alors deux groupes de tissus. Le groupe 1 
de tissus permet de déterminer le poids humide puis le poids sec des 
mêmes tissus après étuvage à 37 °C pendant 24 hrs. Les tissus du groupe 2 
ont été placés dans un volume (V) de formamide (Fisher) calculé d'après 
le poids initial (humide) du tissu selon: 
V (µl) = m x 4 m: masse du tissu humide (mg) 
(équation 4) 
Si le volume V de formamide est inférieur à 75 µl, le volume V 
calculé doit être doublé car 75 µl sont nécessaires à la détermination de la 
quantité de bleu d'Evans par spectrophotométrie d'absorption. Cette 
dilution sera prise en compte dans le calcul de la quantité totale de bleu 
d'Evans contenu dans le tissu. 
Les tissus ont été placés pendant 24 hrs dans la formamide. Le bleu 
d'Evans (75 µl) ainsi extrait a été mesuré par dosage colorimétrique à une 
longueur d'onde de 620 nm en utilisant un spectrophotomètre d'absorption 
Titertek Multiskan MC. La quantité de bleu d'Evans extraite du tissu a été 
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déterminée à partir d'une courbe d'étalonnage de bleu d'Evans (0.625 µg / 
ml à 2.5 mg/ml) et calculée selon: 
Quantité de bleu d'Evans = (A x b x c) / (m1 / m2) (équation 5) 
(µg / poids de tissu sec) b = (1/p) x 4 (équation 6) 
A: absorbance mesurée à 620 nm soustraite de l'absorbance du blanc 
p: valeur de la pente de la courbe d'étalonnage de bleu d'Evans 
4: facteur de dilution provenant de l'ajout de formamide 
c: facteur de dilution supplémentaire (si V < 75 µl) 
mi: poids du tissu sec 
m2: poids du tissu humide 
L'œdème tissulaire (correspondant à une augmentation du poids en 
eau du tissu) a été calculé selon: 
œdème = {1 - (m1 / m2)} (équation 7) 
5.5 Perméabilité bronchoalvéolaire 
La perméabilité bronchoalvéolaire a été déterminée en mesurant 
par spectrophotométrie d'absorption la quantité de protéines totales et la 
quantité d'albumine contenues dans les échantillons du LBA des animaux 
témoins et injectés aux billes de Sephadex. La quantité de protéines totales 
contenues dans les échantillons du LBA a été déterminée par la méthode 
de Bradford (1951) adaptée pour de petites quantités de protéines. La 
quantité totale de protéines a été déterminée en utilisant un kit de dosage 
de protéines Bio-Rad (Bio-Rad, Richmond, CA) qui consiste à incuber 200 
µl de la solution de la solution de colorant (contenant du bleu de 
Commassie) avec 10 µl de l'échantillon du LBA. Le contenu en protéines a 
été mesuré par dosage colorimétrique (Â. = 595 nm) et une courbe 
d'étalonnage réalisée avec de l'albumine sérique de bovin (10 µl d'une 
solution de 0.1 à 0.8 mg/ml) (Sigma Chemicals Inc., St-Louis, MO) permet 
de déterminer la quantité totale de protéines dans l'échantillon. Le blanc 
de l'essai spectrophotométrique correspond à 10 µl de tampon phosphate 
salin subissant les mêmes étapes préalablement décrites pour les 
échantillons du LBA. 
La mesure de l'albumine sérique contenue dans les échantillons du 
LBA est essentiellement basée sur la méthode du vert de bromocrésol 
décrite par DOUMAS et coll. (1971) qui est sélective pour l'albumine (pas 
de réaction croisée avec la y globuline ou autres protéines sériques). 
Brièvement, le liquide du LBA (80 µl) a été incubé avec 120 µl du réactif de 
vert de bromocrésol (composition: 1 volume d'une solution mère de vert de 
bromocrésol (0.6 mM) dilué dans 3 volumes d'un tampon de succinate de 
sodium (0.1 M; pH 4.0) additioné de 4 ml d'une solution à 30 % de Brij-35 
par litre de réactiD pendant 10 min à 20 °C (incubation directe dans la 
plaque). L'albumine contenue dans les échantillons du LBA a été mesurée 
par spectrophotométrie (longueur d'onde Â. = 630 nm) et quantifiée à l'aide 
d'une courbe d'étalonnage réalisée avec diverses concentrations 
d'albumine (80 µl d'une solution de 0.025 à 0.67 mg/ml) déterminée dans 
les mêmes conditions décrites ci-dessus. Le blanc de l'essai 
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spectrophotométrique correspond à 80 µl de tampon phosphate salin 
subissant les mêmes étapes préalablement décrites pour les échantillons 
du LBA. 
5.6 Activation du complément sanguin 
L'activation du complément sanguin chez les animaux injectés aux 
billes de Sephadex a été mesurée à l'aide d'un test hémolytique basé sur 
les méthodes développées par KLERX et coll. ( 1983) et SERVAIS et coll. 
(1991). _L'essai hémolytique a été basé sur la lyse des érythrocytes isolés de 
lapin par le complément (activation de la voie alternative) présent dans le 
plasma de cobaye. Le sang de lapin a été prélevé à partir d'une artère de 
l'oreille et récupéré dans un tube contenant une solution de citrate de 
sodium 3.15 % et de glucose 2.45 % (pH 7.4; tampon I). Après 
centrifugation du sang (400 g, 10 min, 20 °C) et isolation des érythrocytes 
(élimination du plasma), ces cellules ont été lavées avec 10 ml de tampon I 
puis 2 x 10 ml du tampon véronale-EGTA (composition du tampon 
véronale: barbital de sodium 7 mM, NaCl 0.15 mM, MgCl2 0.5 mM, CaCl2 
0.15 mM, 0.1 % de gélatine (v/v); pH 7.4; composition du tampon véronale-
EGTA: tampon véronale additioné de EGTA 8 mM et MgCl2 5 mM). Après 
la série de lavages, les érythrocytes ont été resuspendus dans le tampon 
véronale-EGTA, ajustés à une concentration de 5 x 108 cellules/ml et 
conservés à 4 °C pendant une semaine en changeant chaque jour le 
tampon. Les plasmas recueillis des cobayes témoins et injectés aux billes 
de Sephadex ont suppléés avec une solution EDTA 5 mM (50 µl d'une 
solution 250 mM EDTA par ml de plasma). Lors de l'essai hémolytique, un 
aliquot de 30 µl de la suspension q'érythrocytes de lapin a été incubé avec 
100 µl de diverses dilutions de plasma de cobaye effectuées dans le tampon 
véronale-EGTA (préparation de 1 ml des dilutions de plasma de 1:2, 1:3, 
1:4, 1:6, 1:8 et 1:9 additionées d'une solution contenant EGTA 10 mM et 
MgCl2 7 m.M). Les échantillons ont été incubés pendant 45 min à 37 °C. A 
la fin de l'incubation, 30 µl d'une solution EDTA 0.2 M a été ajouté 
(inhibition de l'activation du complément restant à la fin de l'essai) et les 
échantillons ont a été centrifugés à 1600 g pendant 3 min à 20 °C. Un 
aliquot de 100 µl du surnageant a été prélevé et l'absorbance de 
l'hémoglobine libre a été mesurée à une longueur d'onde de 414 nm à 
l'aide d'un spectrophotomètre Titertek Multiskan. Pour la détermination 
du pourcentage de lyse attribuable au complément sanguin, il est 
nécessaire de déterminer la lyse non associée à l'action du complément 
(témoin négatif) (30 µl d'érythrocytes de lapin + 100 µl de plasma dilué + 30 
µl EDTA 0.2 M), la lyse spontanée des érythrocytes (témoin 0 %) (30 µl 
d'érythrocytes de lapin+ 130 µl de tampon véronale-EGTA) et la lyse totale 
(témoin 100 %) (30 µl d'érythrocytes de lapin+ 130 µl d'eau distillée). Dans 
le cas du témoin négatif, l'activation de la voie alternative du complément 
étant dépendante du calcium, elle a été inhibée par l'addition de l'EDTA 
0.2 M. Pour ces trois témoins, les échantillons sont aussi incubés à 37 °C 
pendant 45 min, centrifugés et un aliquot de 100 µl du surnageant a été 
prélevé pour la détermination de l'hémoglobine libérée dans le milieu 
d'incubation. Le pourcentage de lyse (Y) a été calculé pour chacune des 
dilutions de plasma de cobaye suivant: 
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Y = (DO test hémolytique - DO témoin négatif I DO lyse 100 % - DO lyse O %) X 100 
(équation 8) 
Pour le calcul de la concentration de complément donnant 50 % de 
lyse via la voie alternative (1 unité AP50), les résultats ont été transformés 
selon l'équation de Van Krogh modifié par KLERX et coll.(1983) 
impliquant une représentation logarithmique (linéarisation) des données 
selon: 
Log10 (Y/ 100 - Y) = Log10 (dilution de plasma) (équation 9) 
L'activité du complément AP50 exprimée en unité/ml est calculée selon: 
AP50 = 101 + P (équation 10) 
avec P déterminé par l'intersection de la droite avec l'axe des x pour log 
(Y/ 100 - Y) = 0 soit Y = 50 %. 
L'activation directe du complément sanguin de cobaye par le 
Dextran composant les billes de Sephadex est déterminée ex vivo en 
incubant 1 ml de sang totale de cobaye avec (ou sans dans le cas des 
témoins) 1 mg de billes de Sephadex G-50 à 37 °C pendant 1, 3 et 6 hrs. 
Après le temps d'incubation, les échantillons sont centrifugés et le plasma 
est prélevé. L'activité du complément dans les plasmas est déterminée 
selon la méthode décrite ci-dessus. 
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6 ANALYSES srATISTIQUES ET ÉTUDES DE CORRÉIATION 
Les divers résultats de cette étude ont été analysées avec le test t de 
Student pour les données non pairées et le cas échéant avec le test t de 
student pour les données pairés (logiciel "Primer of Biostatistics"; 
Macintosh). Les études de corrélations ont été réalisées par la procédure 
de "Spearman rank-order correlation" (logiciel "Primer of biostatistics; 
Macintosh) qui donne la valeur de la corrélation (r) et l'existence d'une 
différence significative entre les groupes de données. 
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RESULTATS 
1. INDUCTION DE L'INFLUX DE CELLULES INFLAMMATOIRES 
DANS LES POUMONS DE COBAYE SUITE À L'INJECTION DE BILLES 
DESEPHADEX 
1.1 Induction par divers types de billes de Sephadex 
Le LBA provenant d'animaux témoins contenait majoritairement 
des macrophages (environ 90 %) et une faible proportion d'éosinophiles 
(7.5 %), de neutrophiles (0.2 %) et de lymphocytes (1.1 %) (Tableau IV). 
L'injection de saline n'a pas changé le nombre de chacune des populations 
cellulaires retrouvées dans le LBA en comparaison des animaux témoins 
non injectés (résultats non montrés). Tel que montré au Tableau IV, 
l'injection intraveineuse de billes de Sephadex G-50 (24 mg/kg) chez le 
cobaye conscient a induit 24 hrs après l'injection une augmentation du 
nombre de macrophages-monocytes, d'éosinophiles, de neutrophiles et de 
lymphocytes de 1.5, 23, 356 et 18 fois respectivement, en comparaison des 
animaux témoins. La dose de 24 mg/kg de billes de Sephadex G-50 fut la 
plus forte dose administrée étant non-léthale (résultats non montrés). 
Afin de définir si l'induction de l'inflammation pulmonaire était 
dépendante du type de billes de Dextran utilisé, les billes de Sephadex 
(Superfine) du type G-75, G-100 et G-200 ont été testées chez le cobaye. 
L'injection intraveineuse d'une dose de 24 mg/kg de Sephadex G-75 ou G-
100 a provoqué une mort quasi immédiate (résultats non montrés). 
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Tableau IV: Populations cellulaires retrouvées dans le LBA de 
cobayes témoins et injectés aux billes de Sephadex G-50 (24 mg/kg), 1 jour 
après l'injection des billes. 
Nombre de cellules (x 106)a 
CT M E N L 
Témoin 
(n = 6) 
20.30 ± 0.84 18.50 ± 0.77 1.52 ± 0.09 0.05 ± 0.01 0.22 ± 0.03 
Sephadex t 84.53 ± 4.80 27 .35 ± 2.42 35.49 ± 1.98 17. 78 ± 1.69 3.89 ± 0.17 
(n = 12) 
CT: cellules totales 
N: neutrophiles 
M: macrophages-monocytes E: éosinophiles 
L: lymphocytes 
a1dentification des populations cellulaires par coloration de préparations cytologiques au 
Wright. 
Les valeurs (x 106 cellules) représentent la moyenne± S.E.M. des données obtenues de n 
expériences séparées. T: P < 0.01 en comparaison des populations cellulaires respectives 
retrouvées dans le groupe témoin (test t de Student pour des données non pairées). 
Lorsque des billes de Sephadex G-200 (24 mg/kg) ont été mises en 
suspension, elles ss sont agglutinées entre elle, rendant ainsi l'injection 
impossible. Le Tableau V indique que les divers types de billes de Sephadex 
utilisées ne présentent pas les mêmes caractéristiques. Le nombre de 
billes pour une masse donnée (50 mg) est différent suivant le type de billes 
de Sephadex (Tableau V). Sur la base de ces données, nous avons trouvé 
que l'injection intraveineuse d'une dose de 14.27 mg/kg de Sephadex G-75, 
8.0 mg/kg de Sephadex G-100 et 10.71 mg/kg de Sephadex G-200 fut non-
léthale pour le cobaye. L'injection des billes de Sephadex G-75, G-100 et G-
200 chez le cobaye a augmenté le nombre total de cellules retrouvées dans 
le LBA de 3.5, 2.6 et 3.8 fois, respectivement, 24 hrs après l'injection 
(Tableau VI). Le nombre de macrophages-monocytes retrouvés dans le 
LBA des animaux injectés avec les billes de Sephadex G-100 n'a pas 
augmenté à l'opposé des cobayes injectés avec les billes de Sephadex G-75 
et G-200 (Tableau VI). Tel que montré au Tableau VI, la population 
d'éosinophiles et de neutrophiles retrouvés dans le LBA suite à l'injection 
des billes de Sephadex G-75, G-100 et G-200 a représenté respectivement 35, 
61et44 %, 24, 2 et 12 % du nombre de cellules totales du LBA. Tandis que 
les lymphocytes identifiés dans le LBA n'ont représenté que 1.7, 2.4 et 2.9 
% des cellules totales du LBA. 
Tableau V: Caractéristiques des divers types de billes de Sephadex 
(Superfine) 
G-50 G-75 
Nombre de billes 3.08 ± 0.10 4.49 ±0.17 
(x 106/50 mg)a 
Poids moléculaire 0.5-10 1-50 
(x 103 g)b 
Diamètre des billes 20-50 20-50 
(µm)b,c 
aNombre de billes mesurées à l'aide d'un hématimètre 
bnonnées de la compagnie Pharmacia 
CDiamètre des billes sèches selon la compagnie Pharmacia 
G-100 G-200 
0.17 ±0.01 2.80 ±0.32 
1-100 1-200 
20-50 20-50 
Les valeurs (x 106 billes/50 mg) représentent la moyenne ± S.E.M. des données obtenues 
de 4 expériences séparées. 
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Tableau VI: Populations cellulaires retrouvées dans le LBA 24 hrs 
après l'injection de divers types de billes de Sephadex (Superfine) chez le 
cobaye. 
Nombre de cellules (x 106) 
CT M E N L 
70.55 ± 6.92 27.37 ± 3.74 24.90±1.49 16.90±1.77 1.21±0.27 
G-lOOb 52.70 ± 8.67 17.52 ± 3.71 31.97 ± 5.33 1.02 ± 0.24 1.26 ± 0.11 
G-200C 77.52±10.00 32.13±8.31 34.31±1.30 9.09±2.65 2.22± 0.18 
CT: cellules totales M: macrophages-monocytes E: éosinophiles 
N: neutrophiles L: lymphocytes 
alnjection de 14.27 mg/kg blnjection de 8.0 mg/kg 
CJnjection de 10. 71 mg/kg 
Les valeurs (x 106 cellules) représentent la moyenne± S.E.M. des données obtenues de 4 à 
8 expériences séparées. 
Le degré d'infiltration des cellules inflammatoires étant différent 
suivant le type de billes de Sephadex, nous avons essayé de déterminer 
l'existence d'une relation entre le degré d'infiltration des cellules 
inflammatoires dans les poumons versus le type de billes de Sephadex 
utilisé. Les billes mises en suspension ont apparu sous trois différentes 
tailles (observations en microscopie optique), nous les avons donc classées 
suivant leur taille en trois catégories: grosse (G), moyenne (M) et petite (P). 
Tel que montré à la Figure 1, pour une même masse donnée de billes (10 
mg) la taille des billes est très hétérogène suivant le type de Sephadex. 
Cependant, il n'existe pas de corrélation entre le degré d'infiltration des 
cellules inflammatoires dans les poumons de cobaye et la taille respective 
des billes (résultats non montrés). 
1.2 Effets de diverses doses de billes de Sephadex G-50 
Les billes de Sephadex G-50 étant plus facile à injecter chez le 
cobaye, sans doute parce qu'elles contiennent moins de billes de catégorie 
G, nous avons décidé de réaliser la suite de cette étude avec ce type de 
billes. 
Nous avons déterminé l'effet de diverses doses de billes de Sephadex 
sur le degré d'infiltration des cellules inflammatoires dans les poumons 
de cobaye. Tel que montré à la Figure 2, le nombre de cellules totales 
retrouvées dans le LBA semble effectivement dépendant de la dose de 
Sephadex G-50 injectée au cobaye. Il est intéressant de noter que la dose de 
0.43 mg/kg, une dose 56 fois plus petite que la dose initiale (24 mg/kg), 
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Figure 1: Taille et nombre absolu des billes de Sephadex de type G-50, G-
75, G-100 et G-200 (Superfine) pour un poids identique de billes (10 mg). Le 
nombre et la taille des billes sont déterminés à l 'aide d 'un hématimètre. 
Les valeurs (x 103 billes) représentent la moyenne ± S.E.M. des données 
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Figure 2: Nombre de cellules totales retrouvées dans le LBA 24 hrs 
après l'injection de doses décroissantes de billes de Sephadex G-50 chez le 
cobaye. Les valeurs (x 106 cellules) représentent la moyenne ± S.E.M. des 
données obtenues de 4 à 5 expériences séparées . 
fut toujours capable d'induire ·une infiltration marquée de cellules 
inflammatoires ( 46 % du nombre de cellules totales du LBA obtenu pour la 
dose de 24 mg/kg). Le nombre d'éosinophiles retrouvés dans le LBA a 
diminué à partir de la dose de 1.29 mg/kg de Sephadex G-50 (26.21 ± 2.28 x 
106 éosinophiles) en comparaison de la dose de 24 mg/kg (35.49 ± 1.98 x 106 
éosinophiles) (Figure 3). Alors que le nombre de lymphocytes retrouvés 
dans le LBA a peu varié en fonction de la dose de billes de Sephadex 
administrées à l'animal, le nombre de neutrophiles a diminué de 2. 7, 5.6 
et 15.3 fois aux doses de 3.86, 1.29 et 0.43 mg/kg de billes de Sephadex G-50, 
en comparaison du nombre de neutrophiles obtenus pour la dose de 24 
mg/kg. Le nombre de macrophages-monocytes retrouvés dans le LBA en 
fonction de la dose de billes administrées à l'animal fut peu différent du 
nombre obtenu pour une dose de 24 mg/kg (résultats non montrés). Les 
études de corrélations ont confirmé l'existence d'une très forte relation 
entre le degré de la neutrophilie pulmonaire et la dose de billes 
administrées aux cobayes (facteur de corrélation r = 0.99; P < 0.01) alors 
que l'éosinophilie pulmonaire varie moins en fonction de la dose de billes 
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Figure 3: Populations cellulaires retrouvées dans le LBA 1 jour après 
l 'injection de doses décroissantes de billes de Sephadex G-50 chez le 
cobaye. Les valeurs (x 106 cellules) représentent la moyenne ± S.E.M. des 
données obtenues de 4 à 5 expériences séparées. 
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Tableau VII: Populations cellulaires retrouvées dans le LBA de 
cobayes témoins et injectés aux billes de Sephadex G-50 1, 7 et 14 jours 
après l'injection des billes. 
Population 
cellulaire du LBA Témoin Jour 1 Jour 7 Jour 14 
(x 106 cells)a 
Cellules totales 20.65± 1.59 87.21±5.14t 68.28 ± 3.49t 53.36 ± 3.94t 
Macrophages 18.54±0.97 26.35 ± 2.42t 36.53 ± 1.501' 28.31 ± 1.95t 
Éosinophiles 1.61±0.14 35.69 ± 1.981' 29.90 ± 2.421' 23.74 ± 1.721' 
Neutrophiles 0.020 ± 0.005 17.75 ± 1.691' 0.14 ± 0.061' 0.005 ± 0.005 
Lymphocytes 0.19±0.03 2.95 ± o.11t 1.10 ± o.1ot i.11 ± o.1ot 
Il 12 8 8 6 
aLe nombre de cellules totales dans le LBA est déterminé à l'aide d'un hématimètre (viabilité 
cellulaire toujours supérieure à 90 % selon le test d'exclusion du bleu de Trypan) et les 
populations cellulaires identifiées par coloration de préparations cytologiques par le Wright. 
Les valeurs (x 106 cellules) représentent la moyenne± S.E.M. des données obtenues de n 
expériences séparées. f: P < 0.01 en comparaison du groupe témoin (test t de Student pour des 
données non pairées). 
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2. ÉTUDE DE L'INFLAMMATION PULMONArn.E ET DE L'HRB 1, 7 
FI' 14 JOURS APRÈS L'INJECTION D~ BILLES DE SEPHADEX 
2.1 Cellules inflammatoires dans le LBA 
Le nombre de cellules totales retrouvées dans le LBA a diminué 
progressivement de 22 et 39 %, 7 et 14 jours après l'injection des billes de 
Sephadex en comparaison du nombre obtenu au jour 1 (Tableau VII). Tel 
que montré au Tableau VII, le nombre de macrophages a augmenté de 39 
% 7 jours après l'injection des billes alors que cette population cellulaire a 
diminué dans le LBA au jour 14 (diminution de 22 % en comparaison au 
jour 7). Le nombre d'éosinophiles retrouvés dans le LBA a diminué de 15 et 
32 % respectivement 7 et 14 jours après l'injection des billes de Sephadex, 
en comparaison de l'éosinophilie obtenue au jour 1 (Tableau VII). La 
population de neutrophiles retrouvés dans le LBA a diminué fortement 7 
jours après l'injection des billes avec une disparition pratiquement 
complète des neutrophiles au jour 14 (Tableau VII). La population de 
lymphocytes a diminué de 42 % 7 jours après l'injection des billes et fut 
inchangée après 14 jours (Tableau VII). 
2.2 Nombre d'éosinophiles sanguins 
Tel que montré au Tableau VIII, l'injection des billes de Sephadex 
G-50 n'a pas augmenté significativement le nombre de leucocytes totaux 1 
jour après l'injection des billes. Le nombre de leucocytes totaux a diminué 
de 26 % 7 jours après l'injection des billes de Sephadex alors qu'au jour 14 
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Tableau VIII: Nombre de leucocytes totaux et d'éosinophiles retrouvés 
dans le sang de cobayes témoins et injectés aux billes de Sephadex G-50 1, 7 
et 14 jours après l'injection. 
Témoin Jour 1 Jour 7 Jour 14 
Cellules totalesa 1770± 190 2150±290 1600±80 2370±240 
(cellules / mm3) 
Éosinophiles b 72±12 300 ±401' 190±201' 360±301' 
(cellules / mm3) 
Il 12 8 8 6 
aLe nombre total de leucocytes sanguins est déterminé à l'aide d'un hématimètre (viabilité 
cellulaire toujours supérieure à 90 %). 
hLes éosinophiles sont identifiés par coloration de préparations cytologiques par le Wright. 
Les valeurs (cellules/ mm3 de sang) représentent la moyenne ± S.E.M. des données obtenue de 
n expériences séparées. f: P < 0.01 en comparaison du groupe témoin et f: P < 0.01 en 
comparaison du groupe du jour 1 (test t de Student pour des données non pairées). 
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ce nombre a augmenté de 48 % e~ comparaison au jour 7 (Tableau VIII). 
Dans nos conditions expérimentales, le nombre d'éosinophiles trouvés 
dans le sang d'animaux témoins a représenté environ 4 % du nombre de 
leucocytes totaux sanguins (Tableau VIII). Tel que montré au Tableau 
VIII, le nombre d'éosinophiles sanguins a augmenté de 4.2 fois chez le 
cobaye injecté aux billes de Sephadex. Le nombre d'éosinophiles sanguins 
diminue de 37 % au jour 7 en comparaison au jour 1 alors qu'au jour 14 le 
nombre d'éosinophiles sanguins augmente de 90 % en comparaison au 
jour 7 après l'injection des billes (Tableau VIII). 
2.3 Mesure ex vivo de la réactivit.é des voies aériennes 
2.3.1 Bronches principales 
L'histamine et l'acétylcholine ont produit des contractions dose-
dépendantes de la bronche principale provenant d'animaux témoins et 
injectés aux billes de Sephadex (Figures 4 et 5). Cependant, l'injection des 
billes de Sephadex n'a modifié ni la réactivité bronchique, ni la sensibilité 
(pas de modification de l'affinité apparente pD2) de la bronche principale 
pour l'histamine ou l'acétylcholine, mesurées 1, 7 et 14 jours après 
l'injection des billes (Tableaux IX). 
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Figure 4: Courbes dose-réponses à l'histamine de la bronche principale 
provenant de cobayes témoins (cercle vide) et injectés aux billes de 
Sephadex G-50 (cercle plein) 1 (A), 7 (B) et 14 (C) jours après l'injection des 
billes. Les valeurs (exprimées en g de contraction) représentent la 
moyenne ± S.E.M. des données obtenues de 8 'à 17 expériences séparées 
(voir Tableau IX pour la valeur de n de chaque groupe d'animaux). 
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Figure 5: Courbes dose-réponses à !'acétylcholine de la bronche 
principale provenant de cobayes témoins (cercle vide) et injectés aux billes 
de Sephadex G-50 (cercle plein) 1 (A), 7 (B) et 14 (C) jours après l'injection 
des billes. Les valeurs (exprimées en g de contraction) représentent la 
moyenne ± S.E.M. des données obtenues de 8 à 17 expériences séparées 
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Tableau IX: Valeurs des contractions maximales (Emax) et des 
affinités apparentes (pD2) de la bronche principale pour l'histamine et 
l'acétylcholine provenant de cobayes témoins et injectés aux billes de 
Sephadex (24 mg/kg) 1, 7 et 14 jours après l'injection des billes. 
Jour Groupe Histamine Acétylcholine 
Emax (g) T 0.782 ± 0.066 (11) 0.610 ± 0.17 (10) 
1 
s 0.887 ± 0.091(17) o. 786 ± 0.073 (16) 
T 0.689 ± 0.191 (8) 0.645 ± 0.168 (10) 
7 
s o. 700 ± 0.095 (9) 0.640 ± 0.084 (9) 
T 0.909 ± 0.130 (10) 0.675 ± 0.105 (8) 
14 
s 0.850 ± 0.084 (11) 0.783 ± 0.083 (11) 
T 7.60 ± 0.08 (11) 6.94 ± 0.13 (10) 
pD2 1 
s 7.60 ± 0.07 (17) 7.13 ± 0.12 (16) 
T 7.43 ± 0.08 (8) 6.88 ± 0.07 (10) 
7 
s 7.30 ± 0.06 (9) 6.82 ± 0.08 (9) 
T 7.40 ± 0.07 (10) 6.91 ± 0.07 (8) 
14 
s 7.43 ± 0.16 (11) 6.90 ± 0.14 (11) 
T: cobayes témoins S: cobayes injectés aux billes de Sephadex G-50 
pD2 = -log ED50 
Les valeurs des contractions maximales (Emax; en g de contraction) et des affinités 
apparentes (pD2) représentent la moyenne ± S.E.M. des données obtenue de (n) 
expériences séparées. 
2.3.2 Bronches inférieures 
Tel que montré aux Figures 6A à 6C, la bronche inférieure 
provenant d'animaux injectés aux billes de Sephadex a présenté une 
augmentation de la réactivité à l'histamine. La contraction maximale de 
ce tissu à l'histamine fut augmentée de 4.6, 2.5 et 3.2 fois, 1, 7 et 14 jours 
respectivement après l'injection, en comparaison des animaux témoins 
(Tableau X). Une réponse exagérée à !'acétylcholine fut aussi obtenue au 
niveau de la bronche inférieure (Figures 7 A à 7C). Dans ce cas, 
l'augmentation de la contraction maximale fut augmentée de 4.8, 2.3 et 2.6 
fois, 1, 7 et 14 jours respectivement après l'injection des billes, en 
comparaison des animaux témoins (Tableau X). Cependant, l'injection 
des billes de Sephadex n'a pas modifié l'affinité apparente (pD2) de la 
bronche inférieure envers les deux agents contractiles (Tableau X). 
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Figure 6: Courbes dose-réponses à l'histamine de la bronche inférieure 
provenant de cobayes témoins (cercle vide) et injectés aux billes de 
Sephadex G-50 (cercle plein) 1 (A), 7 (B) et 14 (C) jours après l'injection des 
billes. Les valeurs (exprimées en g de contraction) représentent la 
moyenne± S.E.M. des données obtenues de 10 à 18 expériences séparées 
(voir Tableau X pour la valeur den de chaque groupe d'animaux). 
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Figure 7: Courbes dose-réponses à l'acétylcholine de la bronche 
inférieure provenant de cobayes témoins (cercle vide) et injectés aux billes 
de Sephadex G-50 (cercle plein) 1 (A), 7 (B) et 14 (C) jours après l'injection 
des billes. Les valeurs (exprimées en g de contraction) représentent la 
moyenne± S.E.M. des données obtenues de 10 à 18 expériences séparées 
(voir Tableau X pour la valeur den de chaque groupe d'animaux). 

Tableau X: Valeurs des contractions maximales (Emax) et des affinités 
apparentes (pD2) de la bronche inférieure pour l'histamine et 
l'acétylcholine provenant de cobayes témoins et injectés aux billes de 
Sephadex (24 mg/kg) 1, 7 et 14 jours aprés l'injection des billes. 
Jour Groupe Histamine Acétylcholine 
Emax (g) T 0.059 ± 0.007 (14) 0.040 ± 0.007 (14) 
1 
s 0.211 ± o.052t (14) 0.191±0.0491' (14) 
T 0.084 ± 0.016 (16) 0.068 ± 0.016 (16) 
7 
s 0.201 ± o.o44t (18) 0.158 ± o.o34t (18) 
T 0.058 ± 0.009 (10) 0.051±0.007 (10) 
14 
s 0.186 ± o.o44t c10) 0.130 ± o.023t c10) 
T 7.12 ± 0.17 (14) 6.97 ± 0.14 (14) 
pD2 1 
s 6.92 ± 0.08 (14) 6.84 ± 0.17 (14) 
T 
7 7.14 ± 0.02 (16) 6.53 ± 0.16 (16) 
s 
6.93 ± 0.06 (18) 6.68 ± 0.09 (18) 
T 
14 7.16±0.17 (10) 6.79 ± 0.18 (10) 
s 
7.08 ± 0.14 (10) 6.79 ± 0.17 (10) 
T: cobayes témoins S: cobayes injectés aux billes de Sephadex G-50 
pD2 = -log ED50 
Les valeurs des contractions maximales (Emax; en g) et des affinités apparentes (pD2) 
représentent la moyenne ± S.E.M. des données obtenues de (n) expériences séparées. f: P 
< 0.01 en comparaison du groupe témoin (test t de Student pour des données non pairées). 
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2.3.3 Parenchyme pulmonaire 
L'injection des billes de Sephadex n'a pas augmenté la réactivité du 
parenchyme pulmonaire à l'histamine ou à !'acétylcholine 1 jour après 
l'injection des billes de Sephadex en comparaison des animaux témoins 
(Figures BA et 9A). Cependant, 7 jours après l'injection des billes de 
Sephadex, le parenchyme pulmonaire a présenté une augmentation 
significative de 30 % et 60 % de la réactivité à l'histamine et à 
!'acétylcholine en comparaison du groupe témoin (Figures SB et 9B) 
(Tableau XI). La réactivité du parenchyme pulmonaire à l'histamine et à 
!'acétylcholine a augmenté de 60 et 100 % respectivement 14 jours après 
l'injection des billes de Sephadex en comparaison du groupe témoin 
(Figures SC et 9C) (Tableau XI). L'injection des billes de Sephadex n'a pas 
modifié l'affinité apparente du parenchyme pulmonaire envers les deux 
agents contractiles (Tableau XI). 
Figure 8: Courbes dose-réponses à l'histamine du parenchyme 
pulmonaire provenant de cobayes témoins (cercle vide) et injectés aux 
billes de Sephadex G-50 (cercle plein) 1 (A), 7 (B) et 14 (C) jours après 
l'injection des billes. Les valeurs (exprimées en g de contraction) 
représentent la moyenne ± S.E.M. des données obtenues de 10 à 12 
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-Figure 9: Courbes dose-réponses à l'acétylcholine du parenchyme 
pulmonaire provenant de cobayes témoins (cercle vide) et injectés aux 
billes de Sephadex G-50 (cercle plein) 1 (A), 7 (B) et 14 (C) jours après 
l'injection des billes. Les valeurs (exprimées en pourcentage de la 
co:g.traction maximale du groupe témoin) représentent la moyenne ± 
S.E.M. des données obtenues de 11 à 12 expériences séparées (voir Tableau 
XI pour la valeur de n de chaque groupe d'animaux). 
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Tableau XI: Valeurs des contractions maximales (Emax) et des 
affinités apparentes (pD2) du parenchyme pulmonaire pour l'histamine et 
!'acétylcholine provenant de cobayes témoins et injectés aux billes de 
Sephadex (24 mg/kg) 1, 7 et 14 jours après l'injection des billes. 
Jour Groupe Histamine Acétylcholine 
Emax (g) T 0.300 ± 0.027 (11) 0.184 ± 0.016 (11) 
1 
s 0.281±0.027 (12) 0.172 ± 0.015 (12) 
T 0.363 ± 0.040 (12) 0.226 ± 0.027 (12) 
7 
s 0.476 ± o.027t (12) 0.362 ± 0.0261' (12) 
T 0.329 ± 0.046 (12) 0.192 ± 0.031 (12) 
14 
s o.565 ± o.o9ot (12) o.386 ± o.052t (12) 
T 8.31±0.06 (11) 7.99 ± 0.14 (11) 
pD2 1 
s 8.42 ± 0.05 (12) 7.81±0.14 (12) 
T 
7 8.29 ± 0.02 (12) 8.14 ± 0.14 (12) 
s 
8.37 ± 0.06 (12) 8.21±0.08 (12) 
T 
14 8.27 ± 0.05 (12) 8.09 ± 0.12 (12) 
s 
8.36 ± 0.08 (12) 8.16 ± 0.10 (12) 
T: cobayes témoins S: cobayes injectés aux billes de Sephadex G-50 
pD2 = -log ED50 
Les valeurs des contractions maximales (Emax; en g) et des affinités apparentes (pD2) 
représentent la moyenne± S.E.M. des données obtenues de (n) expériences séparées. t: P 
< 0.05 et t: P < 0.01 en comparaison du groupe témoin (test t de Student pour des données 
non pairées). 
2.4 Mesure du nombre apparent d'éosinophiles tissulaires et de 
l'activation des éosinophiles 
2.4.1 Bronches principales et inférieures 
La courbe d'étalonnage de la densité optique représentant l'activité 
peroxydase des éosinophiles en fonction du nombre d'éosinophiles (Figure 
10) a permi de montrer que le nombre apparent d'éosinophiles a augmenté 
de 127, 133 et 138 % dans la bronche principale et de 75, 45 et 36 % dans la 
bronche inférieure 1, 7 et 14 jours après l'injection des billes de Sephadex 
en comparaison des animaux témoins (Tableau XII). 
2.4.2 Activation des éosinophiles 
La courbe d'étalonnage de la densité optique en fonction de l'activité 
de la peroxydase de type I de Raifort (Figure 11) a permi de montrer que 
l'activité EPO totale retrouvée dans le LBA a augmenté de 10.2 fois, 1 jour 
après l'injection des billes de Sephadex en comparison de l'activité 
retrouvée chez les animaux témoins (Tableau XIII). Cependant, 7 et 14 
jours après l'injection des billes de Sephadex, l'activité EPO totale 
retrouvée dans le LBA est retournée près de la valeur déterminée chez les 
animaux témoins (Tableau XIII). 
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Figure 10: Courbe d'étalonnage de la densité optique représentant 
l'activité EPO des éosinophiles de cobayes en fonction du nombre 
d'éosinophiles purifiés. Les valeurs représentent la moyenne± S.E.M. des 
données obtenues de 7 expériences séparées. 
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Tableau XII: Nombre apparent d'éosinophiles totaux retrouvés dans 
les bronches principales et inférieures provenant de cobayes témoins et 
injectés aux billes de Sephadex 1, 7 et 14 jours après l'injection des billes. 
Nombre d'éosinophiles (x 103 cellules) 
Témoin Jour 1 Jour 7 Jour 14 
Bronches 20.18 ±2.97 45.76 ± 2.1ot 46.99 ± 3.36t 43.14 ± 1.80t 
principales (6) (6) (5) (6) 
Bronches 82.55±6.94 144.20 ± 11.44t 119.26 ± 3.1ot 111.88 ± 2.35t 
inférieures (5) (5) (6) (6) 
Les valeurs (x 103 cellules) représentent la moyenne ± S.E.M. des données obtenues de 
(n) expériences séparées. t: P < 0.05 et f: P < 0.01 en comparaison du groupe témoin (test t 
de Student pour des données non pairées). 
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Figure 11: Courbe d'étalonnage de la densité optique en fonction du 
nombre d'unité de peroxydase de raifort. Les valeurs (en absorbance) 
représentent la moyenne± S.E.M. des données obtenues de 7 expériences 
séparées. 
Tableau XIII: Activité EPO totale retrouvée dans le LBA provenant de 
cobayes témoins et injectés aux billes de Sephadex 1, 7 et 14 jours après 





9.62 ± 2.41 
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Les valeurs (mU) représentent la moyenne ± S.E.M. des données obtenues de (n) 
expériences séparées. f: P < 0.01 en comparaison du groupe témoin (test t de Student pour 
des données non pairées). 
2.5 Étude histologique 
2.5.1 Bronche principale 
La bronche principale provenant de cobaye témoin a présenté un 
épithélium bronchique intact avec quelques éosinophiles résidants dans la 
muqueuse et la sous-muqueuse (Figure 12A gauche). Un jour après 
l'injection des billes de Sephadex, la bronche principale a présenté des 
caractéristiques histologiques similaires à celles des cobayes témoins 
(Figure 12A droite). Une infiltration d'éosinophiles a été observée au 
niveau du cartillage de la bronche principale 1 jour après l'injection des 
billes de Sephadex, cependant, les éosinophiles n'ont pas migré vers la 
sous-muqueuse 7 ou 14 jours après l'injection des billes (résultats non 
montrés). La bronche principale provenant d'animaux injectés aux billes 
de Sephadex n'a pas présenté de changement morphologique 7 et 14 jours 
après l'injection en comparaison des animaux au jour 1 (Tableau XIV). 
2.5.2 Bronche inférieure 
Une infiltration importante d'éosinophiles a été observée dans la 
muqueuse et la sous-muqueuse de la bronche inférieure, 1 jour après 
l'injection des billes de Sephadex chez le cobaye (Figure 12B droite) en 
comparaison des animaux témoins (Figure 12B gauche). La population 
d'éosinophiles présents dans la muqueuse et la sous-muqueuse semblait 
diminuer 7 et 14 jours après l'injection des billes, cependant, elle est restée 
supérieure à celle observée chez les animaux témoins (Tableau XIV). 
Figure 12: Microscopie optique de la bronche externe (A) et de la bronche 
inférieure (B) représentatives d'un cobaye témoin (photographie de 
gauche) et d'un cobaye 1 jour après l'injection des billes de Sephadex 
(photographie de droite). Agrandissement: x 225 (A) et (B). Coloration 
éosine-hématoxyline. E: éosinophile; Ep: épithélium; ML: muscle lisse. 
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Tableau XN: Résumé des principales manifestations 
histopathologiques et de la réactivité bronchique observées au niveau de la 
bronche principale et de la bronche inférieure provenant de cobayes 
témoins et injectés aux billes de Sephadex 1, 7 et 14 jours après l'injection. 




T + + I 
1 + + I Bronche 
principale 
7 + + I 
14 + + I 
T + + I 
1 ++ ++++ I +++ Bronche 
inférieure 
7 ++ +++ I +++ 
14 ++ ++ I +++ 
T: témoin 1, 7 et 14: jour après l'injection des billes de Sephadex 
+++: important ++: moyen +: faible -: absent I: intact 
HRB: hyperréactivité bronchique Évaluations réalisées chez 3 à 5 cobayes 
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Aucune évidence histologique d'un endommagement de 
l'épithélium bronchique n'a été observée aux divers temps suivant 
l'injection des billes de· Sephadex (Figure 12B droite; Tableau XIV). 
2.5.3 Parenchyme pulmonaire 
Une infiltration importante d'éosinophiles a été observée au niveau 
du parenchyme pulmonaire, dans l'interstice alvéolaire et dans le tissu 
péribronchique, 1 jour après l'injection des billes de Sephadex chez le 
cobaye (Figure 14A) en comparaison des animaux témoins (Figure 13). 
Cependant, les éosinophiles présents autour des bronches n'ont 
pratiquement pas infiltré la sous-muqueuse ou la muqueuse, 1 jour après 
l'injection des billes (Figure 14B); très peu d'éosinophiles ont été retrouvés 
dans l'épithélium bronchique des cobayes témoins (Figure 13). Sept jours 
après l'injection des billes de Sephadex, les éosinophiles précédement 
décrits autour des bronchioles semblaient infiltrer la muqueuse et la sous-
muqueuse des bronches (Figure 15A). Les éosinophiles furent toujours 
présents dans l'épithélium bronchique 14 jours après l'injection des billes 
de Sephadex (Tableau XV). Aucune évidence histologique d'un 
endommagement de l'épithélium bronchique n'a été observée aux divers 
temps suivant l'injection des billes de Sephadex (Figures 14B et 15A; 
Tableau XV). La formation de corps granulomateux (cellules 
mononucléaires organisées en structures concentriques probablement 
autour d'une bille de Sephadex) a été aussi observée 1 jour après l'injection 
des billes de Sephadex (Figure 14A). Les granulomes furent toujours 
présents aux jours 7 (Figure 15B) et 14 après l'injection (Tableau XV). 
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Figure 13: Microscopie optique du parenchyme pulmonaire et d'une 
bronche intrapulmonaire représentatif d'un cobaye témoin 1 jour après 
l'injection de saline stérile et apyrogène. Agrandissement: x 225. 
Coloration éosine-hématoxyline. E: éosinophiles; Ep: épithélium; ML: 
muscle lisse. 
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Figure 14: Microscopie optique du parenchyme pulmonaire (A) et d'une 
bronche intrapulmonaire (B) représentatifs d'un cobaye injecté aux billes 
de Sephadex 1 jour après l'injection des billes. Agrandissement: x 225 (A) 
et x 300 (B ). Coloration éosine-hématoxyline. E: éosinophiles; Ep: 
épithélium, CG: corps granulomateux. 
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Figure 15: Microscopie optique d'une bronche intrapulmonaire (A) et du 
parenchyme pulmonaire (B) représentatifs d'un cobaye injecté aux billes 
de Sephadex 7 jours après l'injection des billes. Agrandissement: x 300 (A) 
et x 225 (B ). Coloration éosine-hématoxyline. E: éosinophiles; Ep: 
épithélium bronchique; ML: muscle lisse; CG: corps granulomateux. 
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Tableau XV: Résumé des principales manifestations 
histopathologiques et de la réactivité bronchique observées au niveau du 
parenchyme pulmonaire provenant de cobayes 
témoins et injectés aux billes de Sephadex G-50 1, 7 et 14 jours après 
l'injection. 
Groupe Éosinophiles Ép CG HRB 
parenchyme bronchiole 
sous-muqueuse muqueuse 
T + + I 
1 +++++ + + I + 
7 ++++ +++ ++ I + + 
14 +++ +++ ++ I + ++ 
T: témoin 1, 7 et 14: jours après l'injection des billes de Sephadex 
++++: très important +++: important ++:moyen +:faible -: absent 1: intact 
I;JRB: hyperréactivité bronchiq_ue CG: corps granulomateux 
Ep: épithélium bronchique Evaluations réalisées chez 3 à 5 cobayes 
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3 CINÉTIQUE DE L'INFLAMMATION PULMONAIRE ET DE 
L'lm.B CHEZ LE COBAYE INJECTÉ AUX BII.I.ES DE SEPHADEX 
Les résultats de cette première partie de l'étude suggèrent que chez 
le cobaye injecté aux billes de Sephadex, l'infiltration des éosinophiles 
dans la muqueuse et la sous-muqueuse des voies aériennes sembleraient 
être associée à l'augmentation de la réponse contractile de ces tissus à 
divers spasmogènes. Dans le but de vérifier cette hypothèse, les divers 
phénomènes étudiés précédement ont été mesurés à des temps pl us courts 
(1, 3, 6 et 12 hrs après l'injection). Le tissu cible pour l'étude de l'HRB fut 
la bronche inférieure puisque cette dernière a présenté une hyperréactivité 
24 hrs après l'injection des billes de Sephadex. 
3.1 Cinétique de l'lffiB 
L'injection des billes de Sephadex chez le cobaye conscient a induit 
aucune augmentation de la réactivité ex vivo de la bronche inférieure à 
l'histamine (Figure 16) ou à l'acétycholine 1 h après l'injection (Tableau 
XVI). Cependant, 3 hrs après l'injection des billes de Sephadex la 
réactivité de la bronche inférieure à l'histamine a augmenté de 84 %. 
L'HRB a diminué un peu 6 hrs après l'injection des billes en comparaison 
de 3 hrs mais elle fut maximale à 12 hrs (165 % d'augmentation en 
comparaison du groupe témoin 12 hrs) (Figure 16; Tableau XVI). Tel que 
montré précédement, l'HRB fut toujours présente 24 hrs après l'injection 
des billes de Sephadex (Figure 16; Tableau XVI). 
109 
Figure 16: Courbes dose-réponses à l'histamine de la bronche inférieure 
provenant de cobayes témoins et injectés aux billes de Sephadex 1, 3, 6 , 12 
et 24 hrs après l'injection (voir l'encadré pour la légende des courbes). Les 
valeurs (exprimées en g de contraction) représentent la moyenne± S.E.M. 
des données obtenues de 11 à 12 expériences séparées (voir Tableau XVI 
pour la valeur de n de chaque groupe d'animaux). Pour simplifier le 
graphique la courbe du groupe d'animaux témoins correspond à la 
réponse de la bronche inférieure provenant d'animaux 24 hrs après 
l'injection de saline stérile et apyrogène. Les valeurs de la réactivité 
(Emax) de la bronche inférieure des autres groupes d'animaux témoins 
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Tableau XVI: Valeurs des contractions maximales (en g de 
contraction) à l'histamine et à !'acétylcholine de la bronche inférieure 
provenant de cobayes témoins et injectés aux billes de Sephadex, 1, 3, 6, 12 
et 24 hrs après l'injection. 
Temps Emax (g) 
Histamine Acétycholine 
Témoin Sephadex Témoin Sephadex 
1 0.195 ± 0.044 0.224± 0.031 0.154 ± 0.031 0.194 ± 0.027 
(8) (16) (8) (16) 
3 0.222±0.03 0.394 ± 0.051 t N.D. N.D. 
(15) (14) 
6 0.228 ± 0.030 0.320 ± 0.033t N.D. N.D. 
(14) (15) 
12 0.230 ± 0.026 0.610 ± 0.081 t 0.181±0.02 0.429 ± 0.0621' 
(16) (18) (16) (18) 
24 0.180 ±0.017 0.413 ± 0.0421' 0.152 ± 0.013 0.314 ± 0.0291' 
( 17) (20) (17) (20) 
Les valeurs (en g de contraction) représentent la moyenne± S.E.M. des données obtenues 
de (n) expériences séparées. t: P < 0.05 et T: P < 0.01 en comparaison du groupe témoin 
(test t de Student pour des données non pairées). 
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3.2 Cinétique de l'éosinophilie sanguine 
Trois heures après l'injection des billes de Sephadex chez le cobaye, 
le nombre de leucocytes totaux a augmenté de 2.4 fois en comparaison des 
animaux témoins (injection intraveineuse de saline et sacrifice des 
cobayes 24 hrs après) (Figure 17 A). Le nombre de leucocytes totaux a 
diminué 6 hrs après l'injection des billes mais est retournée près du 
nombre retrouvé chez les animaux témoins, 24 hrs après l'injection 
(Figure 17 A). Tel que montré à la figure 17B, la cinétique du nombre 
d'éosinop4iles sanguins a montré un profil biphasique avec une 
augmentation maximale de 7 .2 et 4.6 fois, 3 et 12 hrs respectivement après 
l'injection des billes de Sephadex en comparaison du nombre 
d'éosinophiles mesurés chez les animaux témoins. L'éosinophilie fut 
maintenue 24 hrs après l'injection des billes (Figure 17B). 
3.3 Cinétique de l'accumulation des cellules inflammatoires 
dansleLBA 
Six heures après l'injection des billes, le nombre de cellules totales 
retrouvées dans le LBA a augmenté et a atteint un maximum 24 hrs après 
(Table XVII). Le nombre de macrophages retrouvés dans le LBA a 
diminué de 37 .5 % (P < 0.05) 1 hr après l'injection des billes (Figure 18A) 
mais a augmenté de 1.9, 2.1 .et 2.9 fois, 6, 12 et 24 hrs respectivement après 
l'injection des billes en comparaison des animaux témoins (injection 
intraveineuse de saline et sacrifice des cobayes 24 hrs après) (Figure 18A). 
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Figure 17: Nombre de leucocytes totaux (A) et d'éosinophiles (B) 
contenus dans le sang de cobayes témoins et injectés aux billes de 
Sephadex 1, 3, 6, 12 et 24 hrs après l'injection. Les valeurs (cellules/mm3) 
représentent la moyenne ± S.E.M. des données obtenues de 4 à 9 
expériences séparées. *: P < 0.05 et **: P < 0.01 en comparaison du groupe 
témoin (test t de Student pour des données non pairées). 
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Tableau XVII: Nombre de leucocytes totaux (x 106 cellules) retrouvés 
dans le LBA des animaux témoins et injectés aux billes de Sephadex. 
Temps (hrs) 
Témoin 1 3 6 12 24 
18.72 ± 1.01 13.41±1.46t 19.46 ± 3.16 31.74 ± i.951' 57.60 ± 7.341' 76.32 ± 3.14t 
(9) (4) (6) (6) (9) (9) 
aLe nombre de cellules est déterminé à l'aide d'un hématimètre et la viabilité cellulaire 
est toujours supérieure à 90 % (test d'exclusion du bleu de Trypan). 
Les valeurs (x 106 cellules) représentent la moyenne ± S.E.M. des données obtenues de 
(n) expériences séparées. t: P < 0.05 et f: P < 0.01 en comparaison du groupe témoin (test t 
de Student pour des données non pairées). 
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Figure 18: Nombre de macrophages (A), d'éosinophiles (B ), de 
neutrophiles (C) et de lymphocytes (D) contenus dans le LBA de cobayes 
témoins et injectés aux billes de Sephadex 1, 3, 6, 12 et 24 hrs après 
l'injection des billes. Les valeurs (x 106 cellules) représentent la moyenne± 
S.E.M. des données obtenues de 4 à 9 expériences séparées. *: P < 0.05 et 
**: P < 0.01 en comparaison du groupe témoin (test t de Student pour des 
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Le nombre d'éosinophiles a augmenté de 4.7, 12 et 18 fois, 6, 12 et 24 
hrs respectivement après l'injection des billes de Sephadex (Figure 18B). 
Le nombre de neutrophiles dans le LBA des animaux témoins fut très 
faible (0.05 ± 0.02 x 106 cellules); cette population cellulaire n'a pas 
augmenté 1 hr après l'injection (0.016 ± 0.006 x 106 cellules). Une 
augmentation significative du nombre de neutrophiles fut obtenue 3 hrs 
après l'injection des billes (0.27 ± 0.04 x 106 cellules); cette population 
cellulaire augmente de 66, 215 et 254 fois, 6, 12 et 24 hrs respectivement 
après l'injection des billes de Sephadex en comparaison des animaux 
témoins (Figure 18C). Finalement, la population de lymphocytes retrouvés 
dans le LBA provenant des animaux injectés aux billes de Sephadex a 
augmenté de 6.9, 7.3 et 13.2 fois, 6, 12 et 24 hrs respectivement après 
l'injection en comparaison des animaux témoins (Figure 18D). 
3.4 Nombre d'éosinophiles présents clans les voies aériennes 
Le nombre apparent d'éosinophiles contenus dans la bronche 
inférieure, tel qu'évalué par la mesure de l'activité EPO retrouvée dans le 
tissu, a augmenté de 53, 33 et 65 %, 6, 12 et 24 hrs respectivement après 
l'injection des billes de Sephadex chez le cobaye (Tableau XVIII). Au 
niveau de la bronche principale, une augmentation du nombre 
d'éosinophiles fut obtenue uniquement 24 hrs après l'injection des billes 
(Tableau XVIII). 
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Tableau XVIII: Nombre apparent d'éosinophiles contenus dans la 
bronche inférieure et la bronche principale provenant de cobaye témoins et 
injectés aux billes de Sephadex 1, 3, 6, 12 et 24 hrs après l'injection des 
billes. 
Temps (hr) Nombre d'éosinophiles (x 103 cellules)· 
Bronche inférieure Bronche principale 
Témoin 85.04 ± 7.93 (5) 20.88 ± 3.53 (5) 
1 92.76 ± 6.10 (5) 22.01±3.30 (5) 
3 100.35 ± 8.24 (5) 20.12 ± 2.33 (4) 
6 130.42 ± 6.24î (5) 24.33 ± 1.50 ( 6) 
12 113.05 ± 6.40t (4) 18.87 ± 2.35 ( 4) 
24 140.68 ± 14.05î (4) 45.07 ± 2.56t ( 4) 
Les valeurs (x 103 cellules) représentent la moyenne ± S.E.M. des données obtenues de 
(n) expériences séparées. t: P < 0.05 et t: P < 0.01 en comparaison du groupe témoin (test t 
de Student pour des données non pairées). Le nombre apparent d'éosinophiles a été évalué 
par la mesure de l'activité EPO retrouvée dans la bronche inférieure. 
3.5 Activation des éosinophiles 
Tel que montré au tableau XIX, l'activité EPO totale retrouvée dans 
le LBA a augmenté de 5.3, 13.6 et 11.3 fois, 6, 12 et 24 hrs respectivement 
après l'injection des billes de Sephadex chez le cobaye. 
Tableau XIX: Activité EPO totale retrouvée dans le LBA des cobayes 
témoins et injectés aux billes de Sephadex 1, 3, 6, 12 et 24 hrs après 
l'injection. 
Activité peroxidase totale (m U) 
Temps (hr) 
Témoin 1 3 6 12 24 
9.05 ± 2.05 5.55 ± 1.92 12.57 ± 2.69 48.42 ± 5.701' 123.43±10.601' 102.40 ± 11.521' 
(6) (4) (4) (8) (6) (7) 
Les valeurs (en mU) représentent la moyenne ± S.E.M. des données obtenues de (n) 
expériences séparées. f: P < 0.01 en comparaison du groupe témoin (test t de Student pour 
des données non pairées). 
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4 ÉTUDE DES AUTRES MÉCANISMES POTENTIELLEMENT 
RESPONSABLES DE LHRB 
Nous avons étudié, par la suite, quel étaient les autres évènements 
inflammatoires présents chez le cobaye injecté aux billes de Sephadex. 
4.1 Implication des neutrophiles 
Les doses de 3.86 et 0.43 mg/kg de billes, qui ont provoqué une 
infiltration plus faible de neutrophiles (Figure 3) 24 hrs après l'injection, 
ont été administrées à l'animal afin d'évaluer la participation des 
neutrophiles dans le développement de l'HRB. L'injection de ces deux 
doses a induit une réponse exagérée de la bronche inférieure à l'histamine 
similaire à celle obtenue avec la dose de 24 mg/kg (Figure 19). 
4.2 Libération de la J3.-glucuronidase 
La figure 20 montre la courbe d'étalonnage de la densité optique en 
fonction de la quantité de phénolphthaléine. Tel que montré au tableau 
XX, l'activité ~-glucuronidase totale retrouvée dans le LBA a diminué de 
72 % (P < 0.05) 1 hr après l'injection et augmente de 2.8, 3.5 et 4.2 fois, 6, 12 
et 24 hrs après l'injection des billes de Sephadex chez le cobaye. 
Cependant, 7 et 14 jours (168 et 386 hrs respectivement) après l'injection 
des billes de Sephadex l'activité ~-glucuronidase totale retrouvée dans le 





-0- Sephadex 3.86 mg/kg 
0.5 
Sephadex 0.43 mg/kg --<>----
----6---- Sephadex 24 mg/kg 
,.-._ 
0.4 bJ) .._... 
c 
0 ·-...... ~ 0.3 
~ 
S.. ...... c 
0 u 0.2 
0.1 
O-+-~~~F-~~-r-~~~~~~--.~~~-1 
-10 -9 -8 -7 -6 -5 
Histamine (log mole) 
Figure 19: Courbes dose-réponses à l'histamine de la bronche inférieure 
provenant de cobayes témoins et injectés avec des doses de 0.43, 3.86 ou 24 
mg/kg de billes de Sephadex 24 hrs après l'injection (voir l'encadré pour la 
légende des courbes). Les valeurs (exprimées en g de contraction) 
représentent la moyenne ± S.E.M. des données obtenues de 12 à 16 
expériences séparées. 
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Figure 20: Courbe d'étalonnage de la densité optique en fonction de la 
quantité de phénolphthaléine (en µg/ml). Les valeurs (en absorbance) 
représentent la moyenne ± S.E.M. des données obtenues de 5 expériences 
séparées. 
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Tableau XX: Activité ~-glucuronidase totale (en unité) retrouvée 
dans le LBA des cobayes témoins et injectés aux billes de Sephadex 1, 3, 6, 
12, 24, 168 et 386 hrs après l'injection. 
TemEs (h) 
0 1 3 6 12 24 168 386 
49.37 13.79 31.67 137.52 173.57 208.52 33.45 64.87 
± 10.65 ± 3.31 t ± 7.22 ±9.961' ±24.031' ± 34.071' ± 6.55 ±3.04 
(5) (4) (4) (8) (6) (6) (8) (4) 
Les valeurs (en unité d'activité ~-glucuronidase) représentent la moyenne ± S.E.M. des 
données obtenues de (n) expériences séparées. t : P < 0.05 et f: P < 0.01 en comparaison du 
groupe t émoin (test t de Student pour des données non pairées). 
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4.3 Activation des m.ast.ocyt.es 
La courbe d'étalonnage de la densité optique en fonction de la 
quantité d'histamine (Figure 21) a permi de montrer que les quantités 
totales d'histamine retrouvées dans le LBA a augmenté de 6.6, 24.8 et 19 
fois, 6, 12 et 24 hrs après l'injection des billes de Sephadex chez le cobaye 
(Tableau XXI). Cependant, 7 et 14 jours après l'injection des billes de 
Sephadex les quantités d'histamine retrouvées dans le LBA sont 
retournées près des niveaux mesurés chez les animaux témoins (Tableau 
XXI). 
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Figure 21: Courbe d'étalonnage de la densité optique en fonction de la 
quantité d'histamine (en µg/ml). Les valeurs (en absorbance) représentent 
la moyenne± S.E.M. des données obtenues de 6 expériences séparées. 
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Tableau XXI: Quantité totale d'histamine (en µg) retrouvée dans le 
LBA des cobayes témoins et injectés aux billes de Sephadex 1, 3, 6, 12, 24, 
168 et 386 hrs après l'injection. 
Tem:es (hr) 
0 1 3 6 12 24 168 386 
34.05 31.82 25.17 223.18 845.87 646.44 42.76 40.18 
±5.65 ±5.05 ± 7.81 ± 33.621' 142.461' ± 66.121' ± 7.71 ± 4.53 
(5) (4) (4) (8) (6) (6) (8) (4) 
Les valeurs (en µg) représentent la moyenne ± S.E.M. des données obtenues de (n) 
expériences séparées. T: P < 0.01 en comparaison du groupe témoin(test t de Student pour 
des données non pairées). 
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4.4 Mesure de la perméabilité microvasculaire et de l'œdème 
La courbe d'étalonnage de la densité optique en fonction de la 
quantité de bleu d'Evans a permi de quantifier la quantité de bleu d'Evans 
extraite des tissus (Figure 22). L'injection des billes de Sephadex chez le 
cobaye n'a pas augmenté la perméabilité microvasculaire de la trachée et 
de la bronche principale (excepté à 3 hrs) après l'injection des billes de 
Sephadex (Figures 23 A-B). Cependant, l'injection des billes de Sephadex a 
provoqué une augmentation de l'extravasation plasmatique du bleu 
d'Evans de 3.1, 4.5, 2.9, 2.2 et 2.8 fois respectivement au niveau de la 
bronche inférieure proximale et de 3.1, 4.5, 2.9, 2.2 et 2.8 fois 
respectivement au niveau de la bronche inférieure distale, 1, 3, 6, 12 et 24 
hrs après l'injection des billes de Sephadex chez le cobaye (Figures 24 A-
B). L'extravasation plasmatique au niveau du parenchyme pulmonaire a 
augmenté de 2.6, 3.6, 2.9, 2.2 et 2.5 fois respectivement 1, 3, 6, 12 et 24 hrs 
après l'injection des billes (Figure 25). 
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Figure 22: Courbe d'étalonnage de la densité optique en fonction de la 
quantité de bleu d'Evans (en µg/ml). Les valeurs (en absorbance) 
représentent la moyenne ± S.E.M. des données obtenues de 4 expériences 
séparées. 
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Figure 23: Mesure de l'extravasation de l'albumine plasmatique au 
niveau de la trachée (A) et de la bronche principale (B) provenant de 
cobayes témoins (0) et injectés aux billes de Sephadex 1, 3, 6, 12 et 24 hrs 
après l'injection. Les valeurs (en ng de bleu d'Evans/mg de tissu sec) 
représentent la moyenne ± S.E.M. des données obtenues de 5 à 8 
expériences séparées. *: P < 0.05 en comparaison du groupe témoin (test t 
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Figure 24: Mesure de l'extravasation de l'albumine plasmatique au 
niveau de la bronche inférieure proximale (A) et de la bronche inférieure 
distale (B) provenant de cobayes témoins (0) et injectés aux billes de 
Sephadex 1, 3, 6, 12 et 24 hrs après l'injection. Les valeurs (en ng de bleu 
d'Evans/mg de tissu sec) représentent la moyenne± S.E.M. des données 
obtenues de 5 à 8 expériences séparées. **: P < 0.01 en comparaison du 
groupe témoin (test t de Student pour des données non pairées). 
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Figure 25: Mesure de l'extravasation de l 'albumine plasmatique au 
niveau du parenchyme pulmonaire provenant de cobayes témoins (0) et 
injectés aux billes de Sephadex 1, 3, 6 , 12 et 24 hrs après l'injection. Les 
valeurs (en ng de bleu d'Evans par mg de tissu sec) représentent la 
moyenne ± S.E.M. des données obtenues de 5 à 8 expériences séparées. **: 
P < 0.01 en comparaison du groupe témoin (test t de Student pour des 
données non pairées ). 
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Aucune augmentation de la perméabilité microvasculaire (sinon 
une diminution) n'a été obtenue au niveau du coeur, du rein, de la rate, du 
foie, du pancréas, du duodénum, du quadriceps droit, du diaphragme et 
de la peau (Figures 26 A-C). L'extravasation de l'albumine plasmatique au 
niveau de la trachée, de la bronche principale, du parenchyme 
pulmonaire, et de la bronche inférieure proximale et distale est retournée 
près de la valeur du groupe témoin associé, 7 et 14 jours après l'injection 
des billes de Sephadex (Figures 27 A-B). La détermination d'un œdème 
tissulaire quantifié selon l'équation 7, a indiqué aucune augmentation du 
poids en eau au niveau de la trachée, de la bronche principale, de la 
bronche inférieure proximale et distale, du coeur, du rein et de la rate, 1, 
3, 6, 12 et 24 hrs après l'injection (Figure 28 A-C). Les autres tissus et 
organes étudiés n'ont pas présenté d'œdème selon la méthode utilisée 
pour quantifier ce phénomène (résultats non montrés). 
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Figure 26: Mesure de l'extravasation de l'albumine plasmatique au 
niveau du coeur, du rein, de la rate (A), du foie, du pancréas, du 
duodénum (B), du quadriceps droit, du diaphragme et de la peau (C) 
provenant de cobayes témoins et injectés aux billes de Sephadex 1, 3, 6, 12 
et 24 hrs après l'injection (voir l'encadré pour la légende des colonnes). 
Les valeurs (en ng de bleu d'Evans/mg de tissu sec) représentent la 
moyenne± S.E.M. des données obtenues de 5 à 8 expériences séparées.*: P 
< 0.05 en comparaison du groupe témoin (test t de Student pour des 
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Figure 27: Mesure de l'extravasation de l'albumine plasmatique au 
niveau de la trachée (T), de la bronche principale (BP), du parenchyme 
pulmonaire (PP) (A) et de la bronche inférieure proximale (BIP) et distale 
(BID) (B) provenant de cobayes témoins et injectés aux billes de Sephadex 
1, 7 et 14 jours après l'injection (voir l'encadré pour la légende des 
colonnes). Les valeurs (en ng de bleu d'Evans/mg de tissu sec) 
représentent la moyenne ± S.E.M. des données obtenues de 3 à 4 
expériences séparées. *: P < 0.05 et **: P < 0.01 en comparaison du groupe 
témoin (test t de Student pour des données non pairées). 
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Figure 28: Mesure de la formation d'œdème au niveau de la trachée (T), 
de la bronche principale (BP), du parenchyme pulmonaire (PP) (A), de la 
bronche inférieure proximale (BIP) et distale (BID) (B), du coeur, du rein 
et de la rate (C) provenant de cobayes témoins et injectés aux billes de 
Sephadex 1, 3, 6, 12 et 24 hrs après l'injection (voir l'encadré pour la 
légende des colonnes). Les valeurs (correspondant au rapport: poids en 
H20 / poids humide du tissu) représentent la moyenne ± S.E.M. des 
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4.5 Mesure de la perméabilit.é capillaire bronchoalvéolaire 
Les courbes d'étalonnages de la densité optique en fonction de la 
quantité d'albumine (Figures 29 A et B) ont permi de montrer que les 
quantités de protéines totales et d'albumine retrouvées dans le LBA ont 
augmenté respectivement de 2.6, 4.1et4.2 fois, et de 4.0, 6.8, 7.7 fois, 6, 12 
et 24 hrs respectivement après l'injection des billes de Sephadex en 
comparaison du groupe témoin (Tableau XXII). Cependant, 7 et 14 jours 
après l'injection des billes de Sephadex les niveaux de protéines totales et 
d'albumine retrouvées dans le LBA sont retournés près de ceux des 
animaux témoins (Tableaux XXII). Les quantités d'albumine retrouvée 
dans le LBA a représenté environ 70 à 90 % du contenu en protéines totales 
6, 12 et 24 hrs après l'injection des billes de Sephadex alors que l'albumine 
n'a représenté que de 30 à 50 % des protéines totales dans le LBA des 
autres groupes d'animaux (Tableau XXII). 
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Figure 29: Courbes d'étalonnages de la densité optique en fonction de la 
quantité d'albumine (en mg/ml) utilisées pour le dosage des protéines 
totales (A) et de l'albumine (B). Les valeurs (en absorbance) représentent 
la moyenne± S.E.M. des données obtenues de 7 à 6 expériences séparées 
pour les protéines totales et l'albumine respectivement. 
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Tableau XXII: Quantité de protéines totales et d'albumine retrouvées 
dans le LBA des cobayes témoins et injectés aux billes de Sephadex 1, 3, 6, 
12, 24, 168 et 386 hrs après l'injection. 
Temps (hr) Protéine totale (mg) Albumine (mg) 
0 (n = 5) 2.93 ±0.29 1.46 ±0.19 
1(n=4) 2.44±0.36 1.17 ±0.28 
3 (n = 4) 1.82 ±0.53 0.94 ±0.41# 
6 (n = 8) 7.61±0.6(t' 5.80 ± 0.76'h 
12 (n = 6) 11.96 ± 0.61 t 10.21±0.851'# 
24 (n = 6) 12.35 ± 0.47t 11.30 ± 0.501'# 
168 (n = 8) 3.00 ±0.34 1.26 ± 0.19# 
386 (n =4) 3.84 ±0.34 1.09 ±0.08# 
Les valeurs (en mg) représentent la moyenne ± S.E.M. des données 
obtenues de n expériences séparées. t: P < 0.01 en comparaison du groupe 
témoin (test t de Student pour des données non pairées). # : P < 0.01 
significativement différent de la quantité de protéines totales (test t de 
Student pour données pairées). 
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4.6 Activation du complément sanguin 
Tel que montré à la figure 30, la transformation mathématique 
selon l'équation de Van Krogh des données de l'essai hémolytique a permi 
de définir la concentration de plasma induisant 50 % d'hémolyse via 
l'activation de la voie alternative du complément (AP50). La concentration 
du complément sanguin a diminué de 32, 51 et 74 %, 1, 3 et 6 hrs après 
l'injection des billes de Sephadex chez le cobaye (Tableau XXIII). Lors de 
l'incubation in vitro des billes de Sephadex avec le sang total de cobaye 
témoin, la valeur de AP50 a diminué de 18, 42 et 58 %, 1, 3 et 6 hrs 
respectivement après l'incubation des billes de Sephadex en comparaison 
du groupe témoin respectif (Tableau XXIV). 
147 
Figure 30: Exemple de la transformation mathématique selon l'équation 
de Van Krogh des valeurs de l'essai hémolytique pour un plasma 
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Tableau XXIII: Concentrations du complément sanguin (AP50; 
unité/ml) dans le plasma provenant de cobaye témoins et injectés aux 
billes de Sephadex 1, 3, 6, 12 et 24 hrs après l'injection des billes. 
Temps (h) 
Témoin 1 3 6 12 24 
38.49±1.67 26.31±2.42 18.83 ± 2.73 9.95 ± 0.08 22.18 ± 0.41 28.90 ± 3.27 
(9) t(6) T(9) T(9) 
Les valeurs (AP50 en unité/ml de sang) représentent la moyenne ± S.E.M. des données 
obtenues de (n) expériences séparées. t: P < 0.05 et T: P < 0.01 en comparaison du groupe 
témoin (test t de Student pour des données non pairées). 
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Tableau XXIV: Activation in vitro du complément sanguin par les 
billes de Sephadex, 1, 3 et 6 hrs après l'incubation des billes de Sephadex. 
Temps (h) 
oa 1 3 6 
T 36.15 ± 2.64 33.72± 2.82 32.91±3.21 33.35 ± 2.50 
AP50 
(4) (4) (4) (3) 
(unité/ml) s 27.61±2.631' 19.25 ± 2_571' 14.12 ± 2.291' 
T: témoin S:Sephadex 
aconcentrations initiales du complément sanguin 
Les valeurs (en unité/ml de sang) représentent la moyenne ± S.E.M. des données 
obtenues de (n) expériences séparées. T: P < 0.01 en comparaison du groupe témoin (test t 
de Student pour données pairées). 
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5 ÉTUDE DE CORRÉIATION ENTRE LES DIVERS PHÉNOMÈNES 
INFLAMMATOIRES ET LE DÉVELOPPEMENT DE L'HRB. 
Le développement de l'HRB chez le cobaye mesuré entre 0 et 24 h 
après l'injection des billes de Sephadex fut significativement corrélé au 
nombre d'éosinophiles sanguins et à l'activité totale EPO retrouvés dans le 
LBA (Tableau XXV). Cependant, le nombre d'éosinophiles retrouvés dans 
le LBA et le nombre apparent d'éosinophiles présents dans la bronche 
inférieure ne semblent pas corrélés à l'HRB. L"HRB mesurée entre 0 et 24 
h fut aussi corrélée avec la quantité totale d'histamine retrouvée dans le 
LBA (r = 0.84; P < 0.01). 
Le nombre d'éosinophiles retrouvés dans la bronche inférieure 1, 7 
et 14 jours après l'injection des billes fut significativement corrélé aux 
variations de l'HRB mesurée au même temps au niveau de ce tissu (r = 
0.988, P < 0.01). Cependant, aucune corrélation n'a été déterminée entre le 
maintien de l'HRB ou le développement de l'HRB au niveau du 
parenchyme pulmonaire (7 et 14 jours après l'injection des billes de 
Sephadex) et le nombre d'éosinophiles retrouvés dans le LBA. 
L'activité EPO totale retrouvée dans le LBA fut corrélée au nombre 
d'éosinophiles (r = 0.801; P < 0.05) retrouvés dans le LBA, entre 0 et 24 h 
après l'injection des billes. 
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La quantité totale d'histamine retrouvée dans le LBA entre 0 et 24 h 
après l'injection des billes de Sephadex chez le cobaye fut corrélé avec le 
développement de l'HRB (r = O. 723; P < 0.05). 
Tableau XXV: Corrélation et significativité entre la présence de l'HRB 
mesurée entre 0 et 24 hrs et l'infiltration et l'activation des éosinophiles. 
HRB 
(0 à 24 h) 
éosinophiles éosinophiles éosinophiles 
sanguins du LBA tissulaires 
r = 0.79 
P< 0.05 
r = 0.65 
P>0.05 




r = 0.84 
P<0.05 
Les études de corrélation sont réalisées à l'aide de la procédure "Spearman rank-order 
correlation" (logiciel "Primer of Biostatistics; Macintosh) qui donne la valeur de la 




1. INDUCTION DE L'INFLUX DE CELLULES INFLAMMATOIRES 
DANS LES POUMONS DE COBAYE SUITE À L'INJECTION DE BILLES 
DESEPHADEX 
Nous avons montré que l'injection d'une dose unique de billes de 
Sephadex G-50 (de type Superfine) chez le cobaye conscient a induit, un 
jour après l'injection, une infiltration importante d'éosinophiles et de 
neutrophiles dans les poumons, telle que mesurée dans le LBA (Tableau 
IV). L'injection des billes de Sephadex G-50 a aussi induit une 
augmentation des populations de monocytes-macrophages et de 
lymphocytes. La dose de 24 mg/kg de Sephadex G-50 fut la dose maximale 
non-léthale pouvant être injectée chez le cobaye conscient. WALLS et 
BEESON (1972) furent les premiers à décrire l'induction d'une 
éosinophilie suite à l'injection de billes de Sephadex chez le rat. L'injection 
répétée de billes de Sephadex (souvent liées à un antigène) est une 
procédure qui produit chez le rat, après 2 ou 3 semaines, une élévation du 
nombre d'éosinophiles au niveau du sang et des poumons (WALLS et 
BEESON,1972; SCHRIBER et ZUCKER-FRANKLIN, 1974 et 1975; EADY et 
coll.1978; LEMANSKE et KALINER, 1982; LA YCOCK et coll., 1986; COOK 
et coll., 1989; SPICER et coll., 1990; SORDEN et coll., 1990). Contrairement 
au rat injecté aux billes de Sephadex (WALLS et BEESON,1972; 
SCHRIBER et ZUCKER-FRANKLIN, 1974 et 1975; EADY et coll.1978; 
LEMANSKE et KALINER, 1982), nous avons montré qu'une dose unique 
de billes (10 fois supérieure à la dose administrée chez le rat) était 
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nécessaire pour induire une éosinophilie chez le cobaye. De plus, nous 
avons aussi montré que le nombre d'éosinophiles retrouvés dans le LBA 1 
jour après l'injection des billes de Sephadex chez le cobaye etait très 
supérieur au nombre obtenu chez le rat après plusieurs injections de billes 
(WALLS et BEESON,1972; SCHRIBER et ZUCKER-FRANKLIN, 1974 et 
1975; EADY et coll.1978; LEMANSKE et KALINER, 1982; SPICER et coll., 
1990). Ces résultats suggèrent que les mécanismes responsables de 
l'éosinopoïèse activés par l'injection des billes de Sephadex, seraient 
différents entre le cobaye et le rat ou qu'ils seraient activés de manière 
plus précoce chez le cobaye. 
Une première tentative fut réalisée par Pincus (1978) afin d'induire 
une éosinophilie chez le cobaye suite à l'injection de billes de Sephadex. 
Cependant, l'auteur a relaté que l'injection de 10 mg/ml de billes de 
Sephadex G-200 préalablement incubées pendant 20 hrs dans la saline fut 
léthale pour les animaux. Dans notre protocole, les billes de Sephadex G-
50 ont été injectées chez l'animal immédiatement après leur mise en 
supens10n. L'incubation des billesde Sephadex G-200 dans la saline 
pendant 20 hrs a sans doute provoqué un grossissement plus important 
des billes à l'opposé des billes injectées immédiatement après leur mise en 
supension. La grosseur des billes de Sephadex G-200 ainsi obtenues après 
20 hrs d'incubation a pu avoir pour conséquence de bloquer de plus gros 
vaisseaux et ainsi de conduire à la mort de l'animal. Les différences dans 
la dose de billes et le temps d'incubation choisi dans le protocole utilisé par 
PINCUS (1978) pourraient expliquer la mort des cobayes suite à l'injection 
des billes de Sephadex. 
15.5 
Nous avons aussi étudié l'induction de l'influx de cellules 
inflammatoires dans les poumons du cobaye suite à l'injection de divers 
types de billes de Sephadex. L'injection intraveineuse des billes de 
Sephadex de type G-75, G-100 et G-200 (Superfine) chez le cobaye conscient 
a induit une éosinophilie et une neutrophilie pulmonaire d'intensité 
variable (Tableau VI). Le nombre d'éosinophiles retrouvés dans le LBA a 
aussi augmenté suite à l'injection des billes de Sephadex G-75, G-100 et G-
200 chez le cobaye. Cependant, le nombre de neutrophiles retrouvés dans le 
LBA était très faible chez les cobayes injectés avec les billes de Sephadex G-
100 en comparaison des autres types de billes de Sephadex (Tableau VI). 
Les divers types de billes de Sephadex utilisés étant composés de billes de 
taille variable, nous avons essayé de trouver une relation entre le degré 
d'infiltration des deux populations de granulocytes et la taille des billes. 
Aucune corrélation n'a été observée entre le nombre d'éosinophiles ou de 
neutrophiles infiltrant les poumons et la taille des billes de Sephadex 
injectées. 
L'administration de doses décroissantes de billes de Sephadex G-50 
chez le cobaye n'a pratiquement pas modifié le degré d'infiltration des 
éosinophiles alors que l'influx de neutrophiles fut fortement réduit (Figure 
3). Ces résultats suggèrent que l'influx de neutrophiles dans les poumons 
de l'animal pourrait être relié à l'intensité de l'inflammation et par 
conséquent à l'importance de l'embolie pulmonaire induite par les billes 
de Sephadex. Dans les réactions allergiques et les infections parasitaires 
l'accroissement marqué du nombre d'éosinophiles n'est pas lié à 
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l'augmentation du nombre de neutrophiles (SUN et coll., 1985; STRATH et 
SANDERSON, 1986; DUNN et coll., 1988). La cinétique de la migration des 
cellules inflammatoires dans les poumons de cobaye injecté aux billes de 
Sephadex a montré que l'infiltration des neutrophiles se produisait avant 
celle des éosinophiles (Figure 18). Nos résultats suggèrent que 
l'éosinophilie et la neutrophilie seraient sans doute contrôlées par des 
mécanismes différents. 
Les mécanismes responsables de l'éosinophilie pulmonaire induite 
chez le cobaye par l'injection des billes de Sephadex sont sans doute très 
complexes. La taille et le poids en Dextran des billes de Sephadex ainsi que 
la nature chimique du polymère composant les billes sont des facteurs 
déterminant pour l'induction d'une éosinophilie chez le rat (WALLS et 
BEESON, 1972). L'antigénicité des Dextrans fut étudiée chez plusieurs 
espèces animales, incluant l'homme. Suite à l'injection intrapéritonéale 
de billes de Sephadex chez le cobaye, des anticorps anti-dextran ont apparu 
dans le sérum de l'animal environ 3 à 4 semaines après l'injection 
(BATTISTO et coll., 1971). Ces résultats suggèrent que l'induction de 
l'éosinophilie observée chez le cobaye 1 jour après l'injection des billes de 
Sephadex n'est probablement pas associée à une réaction du type antigène-
anticorps. 
L'approche utilisant l'injection de billes de Sephadex chez le cobaye 
dans le but d'induire une éosinophilie pulmonaire présente plusieurs 
avantages par rapport aux autres méthodes déjà développées chez le 
cobaye telles que la sensibilisation avec un extrait d'Ascaris suum 
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(IIJIMA et coll., 1987) ou avec l'ovalbumine (DUNN et coll., 1988), 
l'administration de PAF par aérosol (LELLOUCH-TUBIANA et coll., 1988) 
ou le traitement avec la polymyxin B (SUN et coll., 1985). En effet, la 
sensibilisation à un antigène nécessite plusieurs semaines et procure un 
nombre d'éosinophiles (IIJIMA et coll., 1987; DUNN et coll., 1988) bien 
inférieur à celui obtenu chez le cobaye injecté aux billes de Sephadex 
(MAGHNI et coll., 1993). De plus, suivant le protocole de sensibilisation 
employé il semble que l'intensité de l'éosinophilie varie peu en fonction de 
la dose d'allergène administré à l'animal. Comme nous l'avons montré, 
l'éosinophilie induite chez le cobaye par l'injection des billes de Sephadex 
peut être contrôlée par la dose de billes administrées chez l'animal (Figure 
3). Le PAF induit chez le cobaye une infiltration rapide d'éosinophiles 
dans les poumons (LELLOUCH-TUBIANA et coll., 1988) mais le nombre 
de cellules retrouvées dans le LBA est très inférieur à celui obtenu chez le 
cobaye injecté aux billes de Sephadex (MAGHNI et coll., 1993). Le 
traitement avec la polymyxin B est une bonne méthode pour augmenter le 
nombre d'éosinophiles pulmonaires chez le cobaye puisque près de 107 
éosinophiles sont retrouvés dans le LBA suite à ce traitement (SUN et coll., 
1985). Cependant, l'induction de l'éosinophilie nécessite plusieurs 
semaines de traitement avec une administration par aérosol de la 
polymyxin B. En conclusion, nos travaux ont montré que l'injection des 
billes de Sephadex chez le cobaye serait une méthode plus simple, plus 
rapide, reproductible et peu couteuse pour induire une éosinophilie 
pulmonaire chez le cobaye conscient. 
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L'injection des billes de Sephadex chez le rat a induit aussi une HRB 
non-spécifique (LA YCOCK et coll., 1986, COOK et coll. 1990; ASSANO et 
coll.,1992). Le but de notre projet étant d'étudier le rôle des éosinophiles 
dans la pathologie de l'HRB, nous avons déterminé, par la suite, si 
l'injection des billes de Sephadex chez le cobaye induisait une HRB chez 
l'animal et si cette dernière était associée à l'influx des éosinophiles dans 
les poumons. 
2. ÉTUDE DE L'INFLAMMATION PULMONAIRE ET DE L'HRB 1, 7 
ET 14 JOURS APRÈS L'INJECTION DU SEPHADEX 
Tel que décrit précédemment, l'injection de billes de Sephadex a 
induit une infiltration importante d'éosinophiles et de neutrophiles dans 
les poumons de cobaye 1 jour après l'injection. Les éosinophiles furent 
aussi retrouvés en nombre important dans le LBA 7 et 14 jours après 
l'injection des billes (Tableau VII). Par contre, le nombre de neutrophiles 
a diminué drastiquement et est devenu pratiquement nul 14 jours après 
l'injection (Tableau VII). Le nombre de monocytes-macrophages retrouvés 
dans le LBA a augmenté 7 jours après l'injection alors que le nombre de 
lymphocytes diminue à cette même période. L'augmentation du nombre 
d'éosinophiles dans le LBA 1 jour après l'injection des billes et la présence 
d'un nombre important d'éosinophiles au jour 7 et 14 jours suggèrent que 
plusieurs facteurs ont été libérés afin d'augmenter la prolifération, la 
maturation, la migration et la survie de ces cellules. La demie-vie des 
éosinophiles est courte (environ 32 hrs) et ces cellules meurent en quelques 
jours après leur mise en culture si aucun facteur de l'éosinopoïèse n'est 
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ajouté dans le milieu de culture .(YOUSEFI et coll., 1994). Dans notre 
modèle, la présence d'un nombre important d'éosinophiles 14 jours après 
l'injection des billes suggère que divers facteurs sont libérés par les 
cellules pulmonaires pour permettre la survie des éosinophiles. L'IL-5, 
l'IL-3 et le GM-CSF augmentent la prolifération et la maturation des 
précurseurs cellulaires des éosinophiles (CLUTTERBUCK et coll., 1990; 
SANDERSON, 1992). L'IL-5 augmente la survie des éosinophiles in vitro 
(SANDERSON, 1992) et induit une éosinophilie pulmonaire chez le cobaye 
(OOSTERHOUT et coll., 1993) Récemment, DAS et coll. (1995) ont montré 
que l'administration d'anticorps monoclonaux anti-IL-5 chez le cobaye 
diminue le nombre d'éosinophiles retrouvés dans le LBA suite à l'injection 
des billes de Sephadex. Ces résultats suggèrent que l'IL-5 jouerait 
probablement un rôle important dans l'éosinophilie induite chez le cobaye 
suite à l'injection des billes de Sephadex. Dans notre modèle animal, le 
nombre d'éosinophiles sanguins a augmenté chez le cobaye 1 jour après 
l'injection des billes et fut demeuré élever au jour 14. Ces résultats 
suggèrent aussi qu'il est possible que certains facteurs de l'éosinopoïèse 
soient libérés et qu'ils aient continué à favoriser l'éosinophilie sanguine et 
pulmonaire au cours du temps chez le cobaye injecté aux billes de 
Sephadex. 
Bien que l'éosinophilie sanguine et pulmonaire soit des évènements 
décrits dans la pathologie de l'asthme depuis plusieurs années, le rôle 
joué par les éosinophiles dans la pathogénèse de l'asthme, et en 
particulier, dans le développement de l'HRB, reste encore incertain. Les 
études réalisées chez l'homme (METZGER et coll., 1986; TAYLOR ET 
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LUKSZA, 1987; WARDLAW et coll., 1988; DURHAM et coll., 1989; 
ADELROTH et coll., 1990; DJUKANOVIC et coll., 1990; WEGNER et coll., 
1990; WALKER et coll., 1991; LACOSTE et coll., 1993) et dans divers 
modèles animaux (IIJIMA et coll., 1987; HUSTON et coll., 1988; ISHIDA 
et coll., 1989; SANJAR et coll., 1990; CHAPMAN et coll., 1991; WATSON et 
coll., 1992; HUEUER et coll., 1994) sur la relation entre l'éosinophilie et la 
présence de l'HRB ont conduit à des conclusions controversées sur 
l'interrelation de ces deux phénomènes. 
Un deuxième objectif de cette recherche fut d'évaluer dans notre 
modèle expérimental une relation possible entre l'HRB et l'éosinophilie 
pulmonaire. 
L'injection des billes de Sephadex chez le cobaye a augmenté la 
réactivité de la bronche inférieure à l'histamine et à l'acétylcholine 1 jour 
après (Figure 6 et 7). Ces résultats indiquent que l'HRB provoquée par 
l'injection des billes de Sephadex chez le cobaye est non-spécifique. L'HRB 
de ce tissu à l'histamine et à !'acétylcholine a persisté 14 jours après 
l'injection. La bronche principale et le parenchyme pulmonaire n'ont pas 
présenté d'augmentation de leur réactivité aux divers 
bronchoconstricteurs, 1 jour après l'injection des billes chez l'animal 
(Figures 4A, 5A, BA et 9A). Cependant, à l'opposé de la bronche 
principale, le parenchyme pulmonaire a présenté une HRB à l'histamine 
et à l'acétylcholine 7 et 14 jours après l'injection des billes (Figures 8 B-C, 9 
B-C). Ces résultats indiquent que le développement de l'HRB chez le cobaye 




trachéobronchique étudié et du temps. Nous avons alors étudié dans ce 
modèle la possibilité que cette sélectivité du développement de l'HRB aux 
divers niveaux de l'arbre trachéobronchique soit dépendante de la 
migration, de la localisation et/ou de l'activation des éosinophiles. Nous 
avons ainsi montré qu'il n'existait pas de corrélation entre le nombre 
d'éosinophiles retrouvés dans le LBA et la réactivité bronchique des 
différents tissus étudiés, 1, 7 et 14 jours après l'injection des billes chez 
l'animal. L'absence de corrélation entre le nombre d'éosinophiles 
retrouvés dans le LBA et le développement de l'HRB fut aussi décrite chez 
le cobaye sensibilisé à l'ovalbumine (SANJAR et coll., 1990; CHAPMAN et 
coll., 1991; WATSON et coll., 1992; HUEUER et coll., 1994), chez le cobaye 
traité avec des injections intrapéritonéales de GM-CSF ou d'IL-3 (KINGS 
et coll., 1990), chez le cobaye sensibilisé avec un extrait d'Ascaris suum 
(YAMADA et coll., 1994) et chez le rat Brown-Norway après 
l'administration intratrachéale de billes de Sephadex (KUBIN et coll., 
1992). Nos résultats et ceux des diverses études citées préalablement 
suggèrent que le nombre d'éosinophiles retrouvés dans le LBA ne serait 
pas toujours associé au développement de l'HRB. De ce fait, la mesure du 
nombre d'éosinophiles retrouvés dans le LBA ne serait pas toujours un 
paramètre adéquat pour évaluer la participation potentielle de ces cellules 
dans la pathologie de l'HRB. L'ensemble de nos résultats suggère que le 
nombre d'éosinophiles retrouvés dans le LBA serait plus un indice de 
l'existence d'un état inflammatoire dans les poumons qu'un processus 
pathologique déterminant dans le développement de l'HRB. 
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Plusieurs auteurs ont suggèré que la migration des éosinophiles 
dans la muqueuse et la sous-muqueuse des voies aériennes, ainsi que 
l'activation des éosinophiles étaient des facteurs importants à déterminer 
pour évaluer la participation potentielle de ces cellules dans le 
développement de l'HRB (FILLEY et coll., 1982; DURHAM et KAY, 1985; 
LACOSTE et coll., 1993; HUEUER et coll., 1994). Dans notre étude, la 
mesure de l'activité EPO, comme indice du nombre apparent 
d'éosinophiles contenus dans les voies aériennes, a indiqué que le nombre 
apparent d'éosinophiles a augmenté au niveau de la bronche principale et 
de la bronche inférieure, 1 jour après l'injection des billes; cette 
augmentation fut maintenue 7 et 14 jours après l'injection des billes chez 
l'animal (Tableau XII). Nos résultats ne semblent pas apparemment 
supporter l'hypothèse que l'infiltration des éosinophiles dans les voies 
aériennes serait responsable du développement de l'HRB. En effet, 
l'activité EPO a augmenté à la fois au niveau de la bronche principale et de 
la bronche inférieure alors que l'HRB fut notée exclusivement au niveau 
de la bronche inférieure. 
L'étude histologique réalisée chez le cobaye témoin et injecté aux 
billes de Sephadex a révèlé que la bronche inférieure présentait une 
infiltration importante d'éosinophiles dans la muqueuse et la sous-
muqueuse, 1 jour après l'injection des billes; l'étude histologique a aussi 
confirmé que l'augmentation du nombre d'éosinophiles dans la bronche 
inférieure persistait 7 et 14 jours après l'injection. Bien que 
l'augmentation du nombre d'éosinophiles dans la bronche principale 1 
jour après l'injection des billes fut confirmée par l'étude histologique, cette 
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dernière a aussi révélé que ces cellules n'étaient pas localisées dans la 
muqueuse ou la sous-muqueuse de ce tissu mais près des structures 
cartillagineuses. L'étude histologique a donc permi de confirmer 
l'augmentation du nombre d'éosinophiles dans la bronche principale et la 
bronche inférieure suite à l'injection des billes de Sephadex chez le cobaye. 
Cette étude a surtout permi de montrer la localisation sélective des 
éosinophiles dans ces tissus. Nos résultats montrent aussi que la 
détermination du nombre apparent d'éosinophiles tissulaires par la 
mesure de l'activité EPO est certainement une bonne méthode pour 
déterminer l'intensité de l'éosinophilie mais elle ne permet pas de 
localiser l'infiltration des éosinophiles dans le tissu. De ce fait, la 
détermination du nombre apparent d'éosinophiles infiltrant un tissu par 
la mesure de l'activité EPO est une donnée qu'il faut interpréter avec 
prudence. Comme nous le discuterons plus en avant, la détermination de 
la cinétique de l'éosinophilie au niveau de la bronche inférieure (étudiée 
en relation avec le développement de l'HRB) fut réalisée par la mesure de 
l'activité EPO dans ce tissu. Nous savons maintenant qu'il faut interpréter 
les données obtenues en tenant compte du fait que cette méthode de 
mesure du nombre apparent d'éosinophiles ne donne aucune information 
sur la localisation de ces cellules dans le tissu étudié. 
La spécificité de la localisation des éosinophiles infiltrant la bronche 
principale et la bronche inférieure et le développement sélectif de l'HRB 
suggèrent que la localisation et le degré d'infiltration des éosinophiles 
pourraient être des facteurs importants dans le développement de l'HRB 
dans ce modèle. La possibilité de l'existence d'une relation entre le degré 
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d'infiltration des éosinophiles dans les voies aériennes et le développement 
de l'HRB pourraient être supportées par l'étude histologique du 
parenchyme pulmonaire. Cette étude a montré que les éosinophiles 
présents autour des bronchioles 1 jour après l'injection des billes ont 
infiltré la sous-muqueuse et la muqueuse de ces tissus au jour 7 et que 
cette infiltration d'éosinophiles dans les voies aériennes coïncidait avec 
l'apparition de l'HRB au niveau du parenchyme pulmonaire. Cependant, 
la migration des éosinophiles dans la muqueuse et la sous-muqueuse des 
bronchioles et l'apparition subséquente de l'HRB au niveau de ce tissu 
n'impliquent pas pour autant une relation de cause à effet. 
L'ensemble de nos résultats suggère que la localisation et le degré 
d'infiltration des éosinophiles dans la muqueuse et la sous-muqueuse des 
voies aériennes, et non le nombre d'éosinophiles retrouvés dans le LBA, 
pourraient être impliqués dans le développement et/ou le maintien de 
l'HRB chez le cobaye injecté aux billes de Sephadex. De plus, la 
persistance de l'éosinophilie sanguine et pulmonaire chez l'animal 
suggère qu'il existerait toujours une migration des éosinophiles dans les 
voies aériennes et dans la lumière bronchique 14 jours après l'injection 
des billes de Sephadex chez l'animal. Dans ce cas, il serait intéressant de 
déterminer si la persistance de l'éosinophilie sanguine et pulmonaire 
participerait au maintien de l'HRB dans notre modèle. Afin de confirmer 
ces hypothèses, il faudrait envisager de bloquer sélectivement 
l'éosinophilie sanguine et/ou pulmonaire par divers agents 
pharmacologiques. Il serait ainsi possible de déterminer l'incidence de 
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l'éosinophilie sanguine et du degré de migration des éosinophiles dans les 
voies aériennes sur le développement de l'HRB dans notre modèle animal. 
Bien que la localisation et le degré de migration des éosinophiles 
dans les voies aériennes pourraient jouer un rôle important dans le 
développement de l'HRB, la dégranulation des éosinophiles et la libération 
subséquente de leurs protéines cationiques pourraient être aussi un 
facteur important à considérer dans la pathologie de l'HRB (FRIGAS et 
coll., 1980; FLAV AHAN et coll., 1988; MOTOJIMA, 1989; UCHIDA et coll., 
1993). Certains travaux ont indiqué que les quantités de MBP retrouvées 
dans le LBA des sujets asthmatiques semblaient associer à la sévérité de 
l'HRB (WARDLAW et coll., 1988; GRIFFIN et coll., 1991; LACOSTE et 
coll., 1993). La MBP a augmenté la réactivité et la contraction maximale de 
la trachée de cobaye (BROFMAN et coll., 1989). Dans notre modèle, 
l'activité EPO retrouvée dans le LBA a augmenté 1 jour après l'injection 
des billes de Sephadex mais elle est retournée près de la valeur du groupe 
témoin 7 et 14 jours après l'injection (Tableau XIII). La dégranulation des 
éosinophiles, observée 1 jour après l'injection des billes de Sephadex, 
pourrait être impliquée dans le développement de l'HRB mesurée 1 jour 
après l'injection. Cependant, afin de vérifier cette hypothèse il serait 
nécessaire de bloquer l'activation des éosinophiles ou l'action des protéines 
cationiques (la MBP en particulier) et de déterminer l'incidence de cette 
inhibition sur le développement de l'HRB. Même s'il est possible 
d'envisager un rôle pour les protéines cationiques dans le développement 
de l'HRB 1 jour après l'injection des billes chez le cobaye, leur 
participation dans le maintien de l'HRB serait peu probable. En effet, nos 
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résultats indiquent que les éosinophiles présents dans le LBA 7 et 14 jours 
après l'injection des billes n'ont pas sécrété leurs protéines cationiques. 
Cependant, il serait possible d'envisager que le développement de l'HRB 
induite par les protéines cationiques dérivées des éosinophiles soit un 
phénomène de longue durée qui ne nécessiterait pas une dégranulation de 
novo des éosinophiles pour maintenir l'état d'hyperréactivité. Cette 
hypothèse est peu envisageable puisque les travaux de COYLE et coll. 
(1993) et UCHIDA et coll. (1993) ont montré que le développement de l'HRB 
induite chez le rat par l'instillation intratrachéale de la MBP est un 
phénomène de courte durée. Nos résultats montrent que chez le cobaye 
injecté aux billes de Sephadex, les éosinophiles sont activés et ont libéré 
leurs protéines cationiques dans la lumière des voies aériennes. 
Cependant, l'importance de cette dégranulation des éosinophiles dans le 
développement et/ou le maintien de l'HRB chez le cobaye injecté aux billes 
de Sephadex reste encore à déterminer. 
Certains auteurs ont suggèré que la migration et la dégranulation 
des éosinophiles dans les voies aériennes seraient responsables de la 
desquamation de l'épithélium bronchique observée chez certains sujets 
asthmatiques et que cette desquamation de l'épithélium serait responsable 
du développement de l'HRB (DUNNILL, 1960; JEFFERY et coll., 1989). 
Dans notre modèle, malgré l'infiltration des éosinophiles dans les voies 
aériennes, la dégranulation des éosinophiles dans la lumière bronchique 
et le développement de l'HRB, il n'existe aucune évidence histologique 
d'une desquamation de l'épithélium bronchique. Ces résultats suggèrent 
que la migration des éosinophiles dans les voies aériennes et la 
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dégranulation de ces cellules dans la lumière bronchique n'altèreraient 
pas forcément l'intégrité structurale de l'épithélium bronchique. Il est 
intéressant de noter que dans les biopsies bronchiques provenant de sujets 
asthmatiques (LOZEWICK et coll., 1990) et dans les études histologiques 
réalisées dans divers modèles animaux d'asthme expérimental (DUNN et 
coll., 1988; ISHIDA et coll., 1989; GUNDEL et coll., 1990), l'épithélium 
bronchique semblait intact alors que l'éosinophilie pulmonaire et l'HRB 
étaient présentes. La possibilité que les éosinophiles activés secrètent leurs 
protéines cationiques sans affecter la morphologie de l'épithélium 
bronchique pourrait être expliquée par les travaux de FLAV AHAN et coll., 
(1988). Ces auteurs ont montré que des concentrations non cytotoxiques de 
MBP ont augmenté la contraction du muscle lisse bronchique. De plus, la 
MBP et les polypeptides cationiques synthétiques ont aussi augmenté la 
bronchoconstriction à l'acétylcholine chez le cobaye (DESSAI et coll., 1993) 
et chez le rat (UCHIDA et coll., 1993) sans affecter la morphologie de 
l'épithélium bronchique. L'ensemble de ces données et les résultats de 
notre étude suggèrent que la migration des éosinophiles dans les voies 
aériennes et la dégranulation de ces cellules dans la lumière bronchique 
n'induit pas toujours une desquamation de l'épithélium bronchique. Il 
serait intéressant de déterminer si ces évènements inflammatoires 
pourraient altérer les fonctions physiologiques de l'épithélium bronchique 
et si de telles altérations pourraient conduire au développement de l'HRB. 
En conclusion de la deuxième partie de cette étude, nos résultats 
suggèrent que la localisation et le degré de migration des éosinophiles, 
ainsi que leur activation pourraient être impliqués dans le développement 
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de l'HRB chez le cobaye injecté aux billes de Sephadex. L'inhibition de la 
migration et/ou de la dégranulation des éosinophiles permettraient de 
mieux comprendre le rôle joué par ces évènements inflammatoires dans 
l'induction de l'HRB dans notre modèle animal. Le développement d'une 
stratégie adéquate pour inhiber la prolifération, la migration et/ou la 
dégranulation des éosinophiles nécessite la connaissance des cinétiques 
de l'éosinophilie sanguine et pulmonaire. Dans la suite de ce projet, nous 
avons donc étudié la cinétique de l'éosinophilie sanguine et pulmonaire 
chez le cobaye injecté aux billes de Sephadex. De plus, nous avons étudié la 
cinétique de l'HRB et nous l'avons comparé à la cinétique de l'éosinophilie 
sanguine et pulmonaire. Nous avons déterminé la cinétique de l'HRB au 
nivea:u de la bronche inférieure puisque ce tissu a présenté une HRB 24 
hrs après l'injection des billes de Sephadex chez le cobaye. 
3 CINÉTIQUE DE L'INFLAMMATION PULMONAIRE ET DE 
L'lffiB CHEZ LE COBAYE INJECTÉ AUX BU.LES DE SEPHADEX 
L'étude de la cinétique de l'apparition de l'éosinophilie et de l'HRB 
suite à l'injection des billes de Sephadex chez le cobaye a révélé 1) que 
l'éosinophilie sanguine a débuté 3 hrs après l'injection des billes, 2) que le 
recrutement des neutrophiles a débuté à 3 hrs alors que l'infiltration des 
éosinophiles et l'activation de ces cellules ont débuté 6 hrs après l'injection 
des billes et 3) que la réactivité de la bronche inférieure à l'histamine a 
augmenté 3 hrs après l'injection des billes et fut maximale 12 hrs après 
l'injection. 
lffi 
La cinétique d'apparition de l'éosinophilie dans le sang s'est 
traduite par deux augmentations successives du nombre d'éosinophiles 
sanguins 3 et 12 hrs après l'injection des billes de Sephadex chez le cobaye 
(Figure 17B). La possibilité que les deux augmentations successives des 
éosinophiles sanguins soient induites par des mécanismes différents reste 
à déterminer dans ce modèle animal. 
L'analyse du contenu cellulaire du LBA a indiqué que les 
populations d'éosinophiles et de lymphocytes ont augmenté à partir de 6 
hrs et furent maximales 24- hrs après l'injection des billes de Sephadex 
(Figure 18 B et D). Par contre, la population de neutrophiles a augmenté 3 
hrs après l'injection des billes (Figure 18 C). Aprés une diminution 
initiale du nombre de macrophages 1 hr après l'injection des billes, la 
population de monocytes-macrophages a augmenté 12 hrs après 
l'injection. Nos résultats indiquent que la cinétique de l'éosinophilie et de 
la neutrophilie sont différentes ce qui suggèrent, une fois encore, que les 
mécanismes responsables de l'éosinophilie et de la neutrophilie sont 
probablement pas identiques. 
La cinétique de l'éosinophilie au niveau de la bronche inférieure a 
indiqué une augmentation du nombre apparent d'éosinophiles à 6 hrs 
suivie d'une diminution transitoire à 12 hrs et d'une nouvelle 
augmentation 24 hrs après l'injection des billes (Figure 18). 
L'augmentation initiale du nombre apparent d'éosinophiles au niveau de 
la bronche inférieure 6 hrs après l'injection des billes est en accord avec 
l'augmentation initiale du nombre d'éosinophiles retrouvés dans le LBA 
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au même temps. La diminutio:µ du nombre apparent d'éosinophiles 
contenus dans la bronche inférieure 12 hrs après l'injection des billes de 
Sephadex pourrait s'expliquer par la migration progressive de ces cellules 
dans la lumière bronchique. L'augmentation du nombre apparent 
d'éosinophiles contenus dans la bronche inférieure 24 hrs après l'injection 
des billes de Sephadex pourrait provenir d'une diminution des 
mécanismes cellulaires responsables de la migration de ces cellules dans 
la lumière bronchique. 
L'activité EPO retrouvée dans le LBA a augmenté à 6 hrs, fut 
maximale à 12 hrs et fut maintenue 24hrs après l'injection des billes de 
Sephadex chez le cobaye (Tableau XIX). L'activité EPO retrouvée dans le 
LBA au cours du temps fut corrélée au nombre d'éosinophiles retrouvés 
dans le LBA. Ces résultats suggèrent que les éosinophiles retrouvés dans 
le LBA ont été activés et ont libéré leurs protéines cationiques. 
La cinétique de l'HRB au niveau de la bronche inférieure a montré 
que la réactivité de ce tissu à l'histamine a augmenté à 3 hrs, fut 
maximale à 12 hrs et fut maintenue 24 hrs après l'injection des billes de 
Sephadex chez le cobaye (Figure 16). 
Les études de corrélations suggèrent que chez le cobaye injecté aux 
billes de Sephadex le développement de l'HRB serait associé à 
l'augmentation du nombre d'éosinophiles sanguins et à l'activité EPO 
retrouvée dans le LBA au cours du temps. Chez le sujet asthmatique, le 
nombre d'éosinophiles sanguins fut corrélé à la sévérité de l'HRB (HORN 
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et coll., 1975; METZGER et coll., 1986; TAYLOR ET LUKSZA, 1987; 
WARDLAW et coll., 1988; BRUSASCO et coll., 1990). Chez le rat injecté 
aux billes de Sephadex, l'augmentation de la réactivité du parenchyme 
pulmonaire à la sérotonine fut corrélée à l'intensité de l'éosinophilie 
sanguine (LAYCOCK et coll., 1986; SPICER et coll., 1989). Comme nous 
l'avons mentionné préalablement, différents auteurs ont suggèré que 
l'augmentation de la quantité des protéines cationiques dérivés des 
éosinophiles contenues dans le LBA pourrait être associée au degré de 
l'HRB chez les sujets asthmatiques (GLEICH, 1990; GUNDEL et coll., 
- 1991; GRIFFIN et coll., 1991; LACOSTE et coll., 1993). Nos résultats 
suggèrent que dans notre modèle animal, l'éosinophilie sanguine et 
l'activation des éosinophiles retrouvés dans le LBA pourraient être des 
évènements reliés au développement de l'HRB. Cependant, il serait 
nécessaire d'inhiber ces évènements inflammatoires afin de vérifier cette 
hypothèse. Il n'existe aucune corrélation entre le nombre d'éosinophiles 
retrouvés dans la bronche inférieure et dans le LBA, et le développement 
de l'HRB dans notre modèle animal. Comme nous l'avons aussi 
mentionné préalablement, plusieurs études ont décrit l'absence de 
corrélation entre le nombre d'éosinophiles contenus dans le LBA et le 
développement de l'HRB (BRUSASCO et coll., 1990; SANJAR et coll., 1990; 
HUEUER ET COLL., 1994). Dans le cas de la détermination du nombre 
apparent d'éosinophiles contenus dans la bronche inférieure comme 
indice du degré de l'éosinophilie au niveau de ce tissu, il serait nécessaire 
de déterminer le nombre exact d'éosinophiles présents dans ce tissu et 
l'état d'activation de ces cellules. Une étude histologique plus approfondie 
(morphométrie) nous permettrait de mieux caractériser l'éosinophilie 
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bronchique. Ces informations pourraient alors nous permettre de montrer 
l'importance ou non du degré de migration et d'activation des éosinophiles 
dans le développement de l'HRB au niveau de la bronche inférieure. 
L'ensemble des résultats de cette troisième partie de l'étude suggère 
que l'éosinophilie sanguine et l'activation des éosinophiles retrouvés dans 
le LBA pourraient être des évènements inflammatoires associés au 
développement de l'HRB. Par contre, le degré de migration des 
éosinophiles dans la bronche inférieure et le nombre d'éosinophiles 
retrouvés dans le LBA ne sembleraient pas reliés au développement de 
l'état d'hyperréactivité. 
Nous nous sommes intéressés, par la suite, à étudier quels seraient 
les autres évènements inflammatoires présents chez le cobaye injecté aux 
billes de Sephadex et leur relation potentielle avec le développement de 
l'HRB dans ce modèle animal. 
4 ÉTUDE DES AUTRES ÉVÈNEMENTS INFLAMMATOIRES 
PRÉSENI'S DANS CE MODÈLE ANIMAL 
Nous avons montré préalablement que le degré de migration des 
neutrophiles dans les poumons dépendait de la dose de billes de Sephadex 
injectée à l'animal (Figure 3). L'injection de deux doses différentes de 
billes, qui a induit chez l'animal une neutrophilie moyenne et faible en 
comparaison de la dose initiale de 24 mg/kg (Figure 3), n'a pas modifié 
l'HRB mesurée au niveau de la bronche inférieure 24 hrs après l'injection 
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des billes (Figure 19). Nos résultats suggèrent que les neutrophiles ne 
sembleraient pas impliquer dans l'HRB mesurée 24 hrs après l'injection 
des billes chez l'animal. Diverses études ont montré que l'infiltration des 
neutrophiles dans les poumons ne semblait pas lier au développement de 
l'HRB chez le sujet asthmatique (WARDLAW et coll., 1988; LACOSTE et 
coll., 1993) et dans divers modèles animaux d'asthme expérimental 
(THOMPSON et coll., 1986; HUTSON et coll., 1990; GUNDEL et coll., 
1992a). Le rôle joué par les neutrophiles dans le développement de l'HRB 
reste encore à définir dans notre modèle animal. Il serait ainsi 
intéressant d'étudier si les neutrophiles retrouvés dans le LBA 3 hrs après 
l'injection des billes participeraient au déclenchement de l'HRB chez 
l'animal. 
Nous étions aussi intéressés à étudier la cinétique de l'activation des 
cellules inflammatoires suite à l'injection des billes de Sephadex. Nous 
avons alors mesuré l'activité ~-glucuronidase retrouvée dans le LBA 
comme indice d'une activation des cellules inflammatoires. 
L'augmentation de l'activité ~-glucuronidase retrouvée dans le LBA 6 hrs 
après l'injection des billes de Sephadex chez l'animal indique que les 
cellules inflammatoires du LBA sont activées dans ce modèle (Tableau 
XX). La possibilité d'une association entre l'activation des cellules 
inflammatoires (mesure de l'activité ~-glucuronidase) et l'apparition de 
l'HRB chez le cobaye sensibilisé et exposé à l'ovalbumine a été suggèrée 
par WALLS et coll., 1991. Dans notre modèle animal, bien que le 
développement de l'HRB semble être corrélé à l'augmentation de l'activité 
~-glucuronidase retrouvée dans le LBA, il resterait à déterminer quelles 
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populations de cellules inflammatoires seraient activées et quel serait le 
rôle de cette activation sur le développement de l'HRB. Il est intéressant de 
noter que l'activité (3-glucuronidase retrouvée dans le LBA est retournée 
près du niveau des animaux témoins, 7 et 14 jours après l'injection des 
billes de Sephadex chez l'animal (Tableau XX). Ces résultats suggèrent 
que les cellules inflammatoires ne seraient plus activées 7 et 14 jours 
après l'injection des billes de Sephadex. Ces résultats sont en accord avec 
l'absence d'activation des éosinophiles (mesurée par l'activité EPO 
retrouvée dans le LBA) notée 7 et 14 jours après l'injection des billes. Nos 
résultats suggèrent que le déclenchement de l'HRB mesurée au niveau de 
la bronche inférieure pourrait être relié à l'activation des cellules 
infl~atoires. Par contre, le maintien de l'HRB au niveau de la bronche 
inférieure et le développement de l'HRB au niveau du parenchyme 
pulmonaire ne seraient pas dépendants d'une activation de novo des 
cellules inflammatoires. Cependant, il resterait à déterminer si l'absence 
d'une activité (3-glucuronidase dans le LBA serait un indice suffisant pour 
conclure de l'absence de toute forme d'activation chez ces cellules. 
Nous nous sommes aussi intéressés à étudier la possibilité d'une 
activation des mastocytes dans notre modèle animal par la mesure de la 
quantité d'histamine retrouvée dans le LBA. Nos résultats ont montré que 
la quantité d'histamine retrouvée dans le LBA a augmenté à 6 hrs, fut 
maximale à 12 hrs et maintenue 24 hrs après l'injection des billes chez 
l'animal ce qui suggère que dans notre modèle les mastocytes sont 
probablement activés (Tableau XXI). Le rôle joué par l'histamine dans la 
pathologie de l'HRB chez le sujet asthmatique reste encore incertain 
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(WENZEL et coll., 1988; TANAKA et coll., 1991). Dans notre modèle, bien 
que le développement de l'HRB semble être corrélé à la quantité 
d'histamine retrouvée dans le LBA, il faudrait montrer quel serait 
l'incidence d'une inhibition de l'action de l'histamine libérée sur le 
développement de l'HRB. Il est intéressant de noter que la quantité 
d'histamine retrouvée dans le LBA est retournée près du niveau des 
animaux témoins, 7 et 14 jours après l'injection des billes de Sephadex 
chez l'animal (Tableau XXI). Ces résultats suggèrent que les mastocytes 
pulmonaires ne seraient plus activés 7 et 14 jours après l'injection des 
billes de Sephadex. Nos résultats suggèrent que le déclenchement de 
l'HRB mesurée au niveau de la bronche inférieure pourrait être relié à 
l'activation des mastocytes. Par contre, le maintien de l'HRB au niveau de 
la bronche inférieure et le développement de l'HRB au niveau du 
parenchyme pulmonaire ne seraient pas dépendants d'une activation de 
novo des mastocytes. Il serait intéressant de déterminer si l'inhibition de 
l'activation des mastocytes ou de l'action de l'histamine libérée serait 
suffisante pour inhiber le développement et/ou le maintien de l'HRB dans 
notre modèle animal. 
Nous avons aussi étudié les variations dans la perméabilité 
microvasculaire à différents niveaux de l'arbre trachéobronchique suite à 
l'injection des billes de Sephadex chez le cobaye. L'injection des billes de 
Sephadex chez le cobaye a induit une augmentation de l'extravasation 
plasmatique 1 hr après l'injection des billes au niveau de la bronche 
inférieure et du parenchyme pulmonaire (Figures 24 et 25). 
L'augmentation de la perméabilité microvasculaire au niveau de ces 
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tissus fut maximale à 3 hrs et maintenue 24 hrs après l'injection des billes 
chez l'animal. Cependant, aucune augmentation de la perméabilité 
microvasculaire (à l'exception de la bronche principale 3 hrs après 
l'injection des billes) n'a été notée dans les divers tissus et organes 
prélevés chez le cobaye injecté aux billes de Sephadex aux différents temps 
de l'étude (Figures 23 et 26). Ces résultats suggèrent que l'injection 
intraveineuse des billes de Sephadex chez le cobaye induit de manière 
sélective une augmentation de l'extravasation plasmatique au niveau 
pulmonaire. Cependant, nos résultats suggèrent qu'il n'existerait pas 
d'œdème au niveau des divers tissus et organes isolés chez le cobaye après 
l'injection des billes. La méthode que nous avons utilisée pour mesurer 
l'œdème dans les tissus, n'est peut être pas adéquate pour déterminer 
d'une manière précise ce phénomène. En effet, cette méthode est basée sur 
la mesure du poids en eau du tissu isolé et l'œdème est évalué par 
l'augmentation du poids en eau de ce tissu en comparaison du groupe 
témoin. De ce fait, il est possible que l'accumulation d'eau présente au 
niveau des tissus ne soit pas assez importante pour être quantifiée par 
simple pesée de ces tissus. De plus, la technique d'isolation des tissus, en 
particulier des voies aériennes, ne nous permet pas d'éviter l'évaporation 
d'une certaine quantité d'eau contenue initialement dans les tissus. La 
détermination de la formation d'œdème par la simple mesure du poids en 
eau du tissu n'est probablement pas une technique très précise pour 
évaluer cet évènemement inflammatoire. 
L'existence d'une augmentation de l'extravasation plasmatique et 
de la formation d'œdème dans la pathologie asthmatique est suggèrée par 
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l'étude des biopsies bronchiques qui montre la présence d'une exudation 
des protéines plasmatiques de la microcirculation bronchique et la 
formation d'œdème tissulaire (DUNNILL et coll., 1969; BROGAN et coll., 
1975; LAM et coll., 1985). L'extravasation plasmatique et l'œdème 
subséquent provoquent un accroissement de l'épaisseur de la paroi 
bronchique qui augmente la résistance des voies aériennes chez le sujet 
asthmatique (JAMES et coll., 1989). Dans notre modèle, le développement 
de l'HRB ne semblerait pas être associé à l'augmentation de la 
perméabilité microvasculaire notée dans la bronche inférieure. En effet, la 
perméabilité microvasculaire a augmenté au niveau de la bronche 
inférieure 1 hr après l'injection des billes de Sephadex alors qu'aucune 
augmentation de la réactivité de ce tissu n'a été notée. Cependant, il est 
possible d'envisager que l'augmentation de la perméabilité 
microvasculaire au niveau de la bronche inférieure suite à l'injection des 
billes ne serait pas un évènement suffisant à lui seul pour induire l'HRB. 
Il est possible aussi d'envisager que l'augmentation de la perméabilité 
microvasculaire dans la bronche inférieure n'induit pas aussitôt un 
changement dans la réactivité bronchique de ce tissu. De ce fait, un 
certain délai pourrait être nécessaire pour activer les mécanismes qui 
seraient responsables d'un changement dans la réactivité bronchique 
suite à l'augmentation de l'extravasation plasmatique. De plus, le degré 
d'augmentation de la perméabilité microvasculaire pourrait aussi être un 
facteur important pour induire un changement dans la réactivité 
bronchique. Ces deux hypothèses pourraient être, en partie, supportées 
par nos résultats qui ont montré une augmentation de la réactivité de la 
bronche inférieure 3 hrs après l'injection des billes chez l'animal; ce 
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temps correspond aussi à l'augmentation maximale de l'extravasation 
plasmatique au niveau de ce tissu. De ce fait, nos résultats sembleraient 
indiquer que le développement de l'HRB pourrait dépendre du degré de 
l'état inflammatoire présent au niveau des voies aériennes. Il serait donc 
nécessaire d'inhiber l'augmentation de l'extravasation plasmatique et 
d'étudier l'incidence de cette inhibition sur le développement de l'HRB 
dans notre modèle animal. Il est possible aussi d'envisager qu'un 
changement dans la perméabilité microvasculaire des voies aériennes 
n'aurait pas d'incidence sur la réactivité de ces tissus mesurée ex vivo qui 
constitue une situation dans laquelle les tissus (isolés et taillés) ne sont 
plus sous leur forme originale. En effet, dans la plupart des études portant 
sur l'incidence de l'œdème pulmonaire dans le développement de l'HRB, 
la réactivité bronchique (ou la résitance des voies aériennes) a été mesurée 
in vivo chez l'humain (PUERINGER et HUNNINGHAKE, 1992) et dans 
divers modèles animaux KIMURA et coll., 1992) ou in situ chez l'animal 
(MISEROCCHI et coll., 1993). Dans notre étude, les modifications 
morphologiques apportées à la bronche inférieure après son isolation du 
reste du poumon ne permettraient peut être pas de mesurer ex vivo 
l'incidence d'une augmentation de la perméabilité microvasculaire sur la 
réactivité bronchique de ce tissu. Dans le cas où l'augmentation de la 
perméabilité microvasculaire serait un évènement impliqué dans le 
développement de l'HRB, nos résultats suggèrent que le maintien de 
l'HRB au niveau de la bronche inférieure et le développement de l'HRB au 
niveau du parenchyme pulmonaire ne seraient pas dépendants de la 
persistance d'une augmentation de l'extravasation plasmatique 
pulmonaire au cours du temps. 
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Bien que la formation d'œdème n'ait pu être quantifiée dans notre 
modèle avec l'approche méthodologique que nous avons utilisée, certains 
auteurs ont suggèré que la présence des protéines plasmatiques (en 
particulier l'albumine sérique) dans la lumière bronchique pourrait être 
une indication de l'existence d'un œdème pulmonaire (BROGAN et coll., 
1975; LAM et coll., 1985). Dans notre modèle, nous avons montré que la 
quantité d'albumine plasmatique contenue dans le LBA a augmenté à 6 
hrs et fut maximale 12 et 24 hrs après l'injection des billes de Sephadex 
chez l'animal (Tableau XXII). Nos résultats suggèrent que l'injection des 
billes de Sephadex chez le cobaye a induit une augmentation de la 
perméabilité capillaire bronchoalvéolaire. Bien que l'augmentation de la 
quantité d'albumine sérique soit corrélée à l'HRB, la participation de 
l'augmentation de la perméabilité capillaire bronchoalvéolaire dans le 
développement de l'état d'hyperréactivité reste encore à déterminer dans 
notre modèle. Il serait nécessaire, dans ce cas aussi, d'inhiber cet 
évènement inflammatoire et d'étudier l'incidence de cette inhibition sur le 
développement de l'HRB. Dans le cas où l'augmentation de la perméabilité 
capillaire bronchoalvéolaire serait un évènement impliqué dans le 
développement de l'HRB, nos résultats suggèrent que le maintien de 
l'HRB au niveau de la bronche inférieure et le développement de l'HRB au 
niveau du parenchyme pulmonaire ne seraient pas dépendants de la 
persistance de cet évènement inflammatoire au cours du temps. 
L'activation du complément sanguin par la voie directe ou 
alternative conduit à la formation de divers fragments dont certains (Csa. 
Cab ... ) sont des médiateurs pro-inflammatoires. Certains auteurs ont 
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montré que le Dextran était une substance capable d'activer le 
complément sanguin in vitro (VIDEM et MOLLNES, 1994). Nous avons 
finalement étudié la possibilité d'une activation du complément sanguin 
chez le cobaye injecté aux billes de Sephadex. Nous avons montré que la 
concentration du complément sanguin a diminué à 1 hr et fut minimale 6 
hrs après l'injection des billes de Sephadex chez le cobaye (Tableau 
XXIII). Cependant, la concentration du complément sanguin a augmenté 
à nouveau à 12 hrs et est retournée proche de la concentration notée chez 
le groq,pe témoin, 24 hrs après l'injection des billes chez l'animal (Tableau 
XXIII). Cette activation du complément sanguin a été aussi notée in vitro 
lors de l'incubation des billes de Sephadex avec le sang total de cobaye 
(Tableau XXIV). Nos résultats suggèrent que l'injection intraveineuse des 
billes de Sephadex chez le cobaye a activé le complément sanguin et que 
cette activation serait peut être attribuable à une intéraction directe du 
Dextran (composant la bille) avec le complément sanguin. Le rôle potentiel 
de l'activation du complément sanguin dans le développement de l'HRB et 
dans l'apparition des autres évènements inflammatoires décrits dans ce 
modèle sont actuellement à l'étude. 
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CONCLUSION 
Les résultats présentés dans cet ouvrage indiquent: 
1- que l'injection des billes de Sephadex chez le cobaye a induit une 
neutrophilie et une éosinophilie pulmonaire qui furent dépendantes de la 
dose de billes administrées. 
2- que l'injection des billes de Sephadex chez le cobaye a induit une 
HRB non-spécifique. 
3- que l'éosinophilie sanguine et pulmonaire ont persisté 7 et 14 jours 
après l'injection des billes de Sephadex chez l'animal. 
4- que le développement de l'HRB pourrait être associé au degré de 
migration des éosinophiles dans la muqueuse et la sous-muqueuse des 
voies aériennes et à l'activation des éosinophiles retrouvés dans la lumière 
bronchique. 
5- que le développement de l'HRB ne semblerait pas être associé au 
nombre d'éosinophiles contenus dans la bronche inférieure et dans le LBA 
chez le cobaye injecté aux billes de Sephadex. 
6- que le maintien de l'HRB pourrait être en relation avec la 
persistance de l'éosinophilie sanguine et pulmonaire. 
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7- que le développement et le maintien de l'HRB furent notés en 
l'absence d'une desquamation de l'épithélium bronchique. 
8- que les neutrophiles ont infiltré les poumons de cobaye suite à 
l'injection des billes mais que le rôle joué par les neutrophiles dans le 
développement de l'HRB resterait à être déterminer dans notre modèle 
animal. 
9- que dans notre modèle animal les processus inflammatoires tels 
que: l'activation des cellules inflammatoires, l'activation des mastocytes, 
l'augmentation de la perméabilité microvasculaire et de la perméabilité 
capillaire bronchoalvéolaire ont été activées 1 jour après l'injection des 
billes et sont "désactivées" 7 et 14 jours après. 
10- que dans notre modèle animal, ces évènements inflammatoires 
pourraient participer dans le développement de l'HRB mais peut-être pas 
dans le maintien de l'état d'hyperréactivité. 
11- que le complément sanguin fut activé chez le cobaye injecté au billes 
de Sephadex et que cette activation pourrait provenir d'une intéraction 
directe entre le complément et le Dextran composant les billes. 
En conclusion, l'ensemble de nos résultats suggère que le 
déclenchement de l'HRB chez le cobaye injecté aux billes de Sephadex 
pourrait être associé à l'activation de divers évènements inflammatoires et 
pourrait dépendre du degré d'inflammation présent dans les voies 
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aériennes. Nos résultats suggèrent aussi que la persistance de 
l'éosinophilie sanguine et pulmonaire au cours du temps pourrait être 
responsable du maintien de l'HRB chez le cobaye injecté aux billes de 
Sephadex. Cependant, il est possible d'envisager que les autres 
évènements inflammatoires présents 24 hrs après l'injection des billes 
chez l'animal pourraient induire des changements morphologiques, 
cellulaires etlou biochimiques au niveau des voies aériennes qui seraient 
aussi responsables du maintien de l'HRB, même après la "désactivation" 
de ces évènements. Il serait intéressant de déterminer quels seraient in 
vivo les mécanismes "anti-inflammatoires" responsables de la 
désactivation des évènements inflammatoires notés dans notre modèle 
animal. La connaissance de ces mécanismes de "désactivation" nous 
permettrait peut-être de mieux comprendre les mécanismes de la 
chronicité de la réaction inflammatoire observée dans les voies aériennes 
des sujets asthmatiques. Il serait intéressant de définir si l'activation du 
complément sanguin serait le "maître d'œuvre" de toute cette cascade 
d'évènements inflammatoires notés dans notre modèle. Il serait aussi 
intéressant de déterminer la durée de l'HRB chez le cobaye injecté aux 
billes de Sephadex et dans le cas d'un maintien de l'état d'hyperréactivité 
au-delà de deux semaines, de déterminer si l'éosinophilie sanguine et 
pulmonaire seraient toujours présente à cette période. Enfin, il serait 
intéressant d'étudier la possibilité que le degré d'inflammation (intensité 
etlou prédominance de certains évènements inflammatoires) au niveau 
des voies aériennes serait un facteur plus déterminant dans le 
développement etlou le maintien de l'HRB que la simple présence d'un état 
inflammatoire. Dans le cas où cette hypothèse serait vérifiée, une telle 
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étude permettrait de connaître la limite à atteindre dans le degré de 
l'inflammation pulmonaire (intensité et/ou prédominance de certains 
évènements inflammatoires) pour créer un débalancement dans 
l'homéostasie des voies aériennes qui induirait l'HRB. 
En considération de toutes les connaissances acquisent dans ce 
modèle animal, il serait nécessaire dans des études futures de déterminer 
la meilleure stratégie pour inhiber de manière sélective chacun de ces 
évènements inflammatoires (en particulier l'éosinophilie) et d'étudier 
l'incidence de ces inhibitions sur le développement et le maintien de 
l'HRB. Ces études nous permettraient de définir quels évènements 
inflammatoires prédomineraient sur les autres pour induire et maintenir 
l'état d'hyperréactivité et nous conduiraient peut être à une nouvelle 
conception ou classification des évènements inflammatoires 
potentiellement impliqués dans la pathologie de l'HRB. 
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